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Introduction
Voir pour comprendre. La connaissance de´coule de l’observation. C’est ainsi que la
science progresse dans tous les domaines. La biologie et la me´decine ne font pas exception
a` cette re`gle. Face aux diffe´rentes maladies que l’humanite´ a rencontre´es, les me´decins
et les biologistes de toutes les e´poques ont essaye´ de trouver des reme`des en observant
le de´veloppement de la maladie et l’effet d’e´ventuelles the´rapies. Tre`s toˆt, pour mieux
comprendre les me´canismes de fonctionnement du vivant, les chercheurs observent bien
suˆr le vivant mais e´galement partent a` la de´couverte du corps humain en pratiquant les
premie`res explorations post mortem pour appre´hender de l’inte´rieur les me´canismes de
vie. Cette science de l’observation, appele´e anatomie descriptive, s’inte´resse a` la forme et
a` la position relative des diffe´rents organes, qui sont donc envisage´s en 3 dimensions. Le
Moyen Aˆge marque une pause dans ces e´tudes du fait des interdits religieux.
Naissance de l’histologie Vers la fin du XVIIe`me sie`cle, l’histologie, ou e´tude des-
criptive des tissus1 organiques, fait son apparition, donnant naissance a` l’anatomie pa-
thologique. Ce n’est pourtant qu’a` la fin du XIXe`me sie`cle que l’histologie prend un
nouvel essor graˆce au perfectionnement du microscope optique et a` l’e´laboration de nou-
velles techniques permettant de fixer et de couper les tissus organiques (coupes fines de
quelques dizaines de microns). La mise au point, par la suite, de techniques de marquage
histologique offre la possibilite´ de se´parer des groupes cellulaires spe´cifiques pour les e´tu-
dier. Franz Nissl met au point une teinture qui permet de colorer les noyaux des cellules,
alors que Camillo Golgi de´couvrit la coloration portant son nom qui permit a` Ramon y
Cajal d’e´tablir le concept de cellules nerveuses. De`s lors, le neurone est devenu l’unite´
de base du syste`me nerveux. L’utilisation de marqueurs de plus en plus varie´s et pre´cis
permet de de´finir les principales pathologies d’origine ce´re´brale et les caracte´ristiques his-
tologiques qui les accompagnent (nosologie). Les observations histologiques sont re´alise´es
sur coupes fines afin de pouvoir isoler les cellules et avoir suffisamment de luminosite´ :
elles fournissent donc une information en 2 dimensions.
Darwin et les mode`les animaux En 1859, le biologiste anglais Charles Darwin pu-
bliait son livre L’origine des espe`ces dans lequel il pre´sentait sa the´orie sur l’e´volution.
Cette the´orie allait ouvrir de nouvelles perspectives concernant les recherches expe´rimen-
tales sur le vivant : il e´tait de`s lors possible de se fier a` des mode`les animaux qui pouvaient
ensuite eˆtre extrapole´s a` l’homme. L’ide´e sous-jacente est que les fonctions et la structure
des organes de´rivent d’un meˆme anceˆtre commun. Il existe donc des traits caracte´ristiques
qui se retrouvent d’une espe`ce a` l’autre : les diffe´rences sont le produit de l’adaptation de
chaque espe`ce a` son environnement naturel. De`s lors, les e´tudes sur les mode`les animaux
pour mieux comprendre l’Homme se de´veloppent. L’histologie s’impose alors naturelle-
1Un tissu est un ensemble de cellules.
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ment comme la re´fe´rence en termes de re´solution et de richesse d’informations pour la
compre´hension du vivant. Assez paradoxalement, un des meilleurs moyens de comprendre
le vivant est d’observer les donne´es post mortem.
Ave`nement de l’imagerie me´dicale in vivo A la toute fin du XIXe`me sie`cle, la
premie`re radiographie aux rayons X est re´alise´e. C’est la premie`re fois que l’inte´rieur du
corps humain devient accessible de l’exte´rieur. C’est la naissance de l’imagerie me´dicale
in vivo. Au milieu du XXe`me sie`cle, l’imagerie me´dicale se de´veloppe d’abord en 2 dimen-
sions (2D), avec la radiographie, la scintigraphie et l’e´chographie vers les anne´es 1950.
Puis les premiers imageurs produisant des images tridimensionnelles (3D) apparaissent :
le premier scanner re´alisant des images de Tomographie par E´mission de Positons (TEP)
est construit au de´but des anne´es 60, le premier tomodensitome`tre ou scanner a` rayons
X (CT pour computer tomography) est pre´sente´ en 1972, l’Imagerie par Re´sonance Ma-
gne´tique (IRM) apparaˆıt peu de temps apre`s, pour ne citer que les principaux. C’est une
ve´ritable re´volution me´dicale en matie`re d’e´tude du vivant mais e´galement en termes de
diagnostic et de suivi longitudinal de traitements the´rapeutiques. C’est aussi l’occasion
de la rencontre de deux mondes apparemment sans rapport : les sciences de l’inge´nieur
et la me´decine. En effet, tous ces imageurs utilisent la physique pour l’instrumentation
et les mathe´matiques pour la reconstruction. Il est inte´ressant de remarquer que, depuis
cette e´poque, le monde biologique et me´dical a commence´ a` utiliser l’image, sur films
d’abord, puis avec le de´veloppement de l’informatique, l’image nume´rique ou nume´rise´e.
Naturellement, du fait des besoins, le traitement des images me´dicales se de´veloppe, pour
permettre de tirer le maximum d’informations des donne´es provenant des imageurs.
L’histologie comme re´fe´rence Pourtant, l’e´tude histologique sur coupe, qui consti-
tue une modalite´ typiquement 2D par nature, reste encore aujourd’hui et pour sans doute
longtemps, la modalite´ de re´fe´rence indispensable dans la majorite´ des e´tudes. En effet,
contrairement a` l’imagerie in vivo qui ne refle`te en chaque voxel 2 de l’image qu’une me-
sure physique particulie`re (proprie´te´s des e´lectrons plonge´s dans un champ magne´tique
pour l’IRM, activite´ d’un traceur en TEP, densite´ tissulaire en scanner X...), l’histologie
repre´sente directement le tissu organique sans interme´diaire et permet meˆme d’en extraire
par marquage spe´cifique des informations particulie`res (faisceaux de fibres, neurones, re´-
cepteurs d’un type pre´cis...). De plus, comme l’acce`s a` l’information n’est pas le re´sultat
d’une reconstruction mathe´matique faisant intervenir des mode`les physiques et toute une
instrumentation, la re´solution spatiale n’est quasiment pas limite´e.
Ces 2 points, a` savoir l’acce`s a` l’information directe et une re´solution quasiment illi-
mite´e (les limites sont celles du scanner ou du microscope utilise´s pour acque´rir l’image),
font de l’histologie l’imagerie de re´fe´rence absolue en termes de caracte´risation tissulaire
ou de cytoarchitecture. Une illustration simple de ces 2 points, qui sera reprise et de´ve-
loppe´e au cours de cette the`se, concerne le thalamus et ses sous-re´gions. Le thalamus est
une structure du cerveau subdivise´e en noyaux mis en e´vidence par marquage histologique
spe´cifique. Ces noyaux ne se diffe´rencient distinctement sur aucune modalite´ d’imagerie
in vivo, d’abord parce qu’aucune mesure physique utilise´e ne permet de diffe´rencier tous
les noyaux, e´galement parce que certains de ces noyaux ont un volume trop petit pour
eˆtre distingue´s les uns des autres avec la re´solution actuelle des imageurs.
2Volume element., plus petit e´le´ment d’une image 3D de forme paralle´le´pipe´dique en ge´ne´ral
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Le contexte des maladies neurode´ge´ne´ratives Notre propos ne sera de´veloppe´ dans
ce document que dans le cadre des maladies neurode´ge´ne´ratives (maladie de Parkinson,
maladie de Huntington, maladie d’Alzheimer), et par conse´quent notre objet d’e´tude
sera le cerveau. En effet, les maladies neurode´ge´ne´ratives constituent un enjeu majeur
en termes de sante´ publique. Bien que des progre`s importants aient e´te´ re´alise´s ces der-
nie`res anne´es concernant leur compre´hension, leurs causes et leur traitement, la plupart
d’entre elles restent a` ce jour incurables. La mise au point de mode`les animaux pour
certaines de ces maladies, couple´e au de´veloppement de l’imagerie me´dicale a permis de
mieux comprendre leurs me´canismes d’action et ainsi de mettre au point des traitements
prometteurs dans certains cas. Beaucoup de progre`s restent encore a` faire, qui continue-
ront de s’appuyer sur le lien entre l’imagerie in vivo et les donne´es anatomo-pathologiques
obtenues post mortem.
Mode`le animal La recherche the´rapeutique chez l’Homme, pour les maladies en ge´ne´ral
et les maladies neurode´ge´ne´ratives en particulier, comprend plusieurs e´tapes comme le
montre le sche´ma de la Figure 1.
Observations cliniques, biochimiques, neuropathologiques
chez les patients
Modèle animal
Hypothèses de travail
RaffinementComparaison
Observations comportementales, biochimiques, 
neuropathologiques sur le modèle animal
Fig. 1 – Mise en place d’un mode`le animal d’une maladie neurode´ge´ne´rative dans le cadre
de la recherche the´rapeutique chez l’Homme.
L’obtention d’un mode`le animal de la maladie est une e´tape primordiale permettant
d’avoir acce`s a` un plus grand nombre de donne´es anatomo-pathologiques (sans attendre
le de´ce`s). En effet, les donne´es post mortem exploitables chez l’Homme sont rares car
elles sont impre´visibles et les facteurs non maˆıtrise´s. Ce mode`le doit eˆtre valide´ et son
degre´ de confiance doit eˆtre de´termine´, c’est-a`-dire qu’il faut connaˆıtre pre´cise´ment ce
qui diffe´rencie le mode`le de la maladie re´elle. Cette e´tape est primordiale pour pouvoir
passer des observations re´alise´es sur le mode`le a` des conclusions sur la maladie. Cette
validation tire profit de plusieurs techniques d’observations dont l’e´tude des symptoˆmes
mais e´galement l’histologie.
Une deuxie`me e´tape concerne les e´tudes sur la maladie a` travers le mode`le animal pour
mieux comprendre son mode d’action, permettre le de´veloppement de the´rapeutiques,
et e´valuer leur efficacite´. Pour cela, l’e´tude sur coupe histologique est utilise´e pour la
quantification des atteintes provoque´es par la maladie de fac¸on pre´cise. De fac¸on a` pouvoir
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ve´rifier s’il en est de meˆme chez l’Homme, objectif final de toutes ces e´tudes, il faut corre´ler
les donne´es anatomo-pathologiques avec l’imagerie in vivo, car elle constitue l’unique voie
d’acce`s disponible chez le patient humain. Cela passe donc par l’observation des images
anatomiques comme l’IRM mais surtout fonctionnelles comme la TEP. La mise au point
de ligands permet de rendre compte en TEP des alte´rations observe´es post mortem. Pour
valider un nouveau ligand, il faut ve´rifier qu’il est marquable par un e´metteur de positons
puis valider sa spe´cificite´, son comportement me´tabolique et sa biodisponibilite´. Tous ces
stades requie`rent la confrontation des images avec les donne´es histologiques.
Recherche the´rapeutique Les ligands une fois valide´s et mode´lise´s doivent permettre
e´galement de rendre compte in vivo de l’efficacite´ de the´rapies de´veloppe´es pour gue´rir ou
ame´liorer l’e´tat des patients. Dans le cadre des maladies neurode´ge´ne´ratives, les the´rapies
peuvent eˆtre du type :
– prise de me´dicaments,
– greffe de cellules souches,
– utilisation de facteurs trophiques,
– stimulation e´lectrique,
– the´rapie ge´nique par utilisation de vecteurs viraux,
pour ne citer que quelques strate´gies the´rapeutiques. Des e´tudes sont mene´es au stade
fondamental chez les rongeurs, puis au stade pre´clinique chez le singe plus proche de l’hu-
main pour tester l’efficacite´ des traitements. A ce stade, les modalite´s telles que la TEP
(utilisant des traceurs adapte´s), l’IRM (pour examiner les structures internes) ou le scan-
ner X (pour faire des mesures morphome´triques) sont re´alise´es pour tenter d’interpre´ter
le signal physique observe´ par rapport aux phe´nome`nes physiologiques. Encore une fois,
l’e´tablissement d’un lien entre les donne´es anatomo-pathologiques et l’imagerie in vivo est
ne´cessaire. Enfin, les premiers essais cliniques sont mene´s chez des sujets humains : toutes
les connaissances acquises lors des e´tudes ante´rieures sont alors utilise´es. L’efficacite´ de la
the´rapie sur l’Homme est cette fois ci quasi-exclusivement appre´cie´e par les modalite´s in
vivo, qu’il a fallu apprendre a` interpre´ter a` la lumie`re des donne´es histologiques.
Beaucoup de chemin reste encore a` parcourir dans la recherche de the´rapies pour les
maladies neurode´ge´ne´ratives. Ainsi, l’unite´ URA 2210 avec laquelle j’ai e´troitement colla-
bore´ pendant mes travaux de the`se me`ne depuis plusieurs anne´es des e´tudes sur les mala-
dies neurode´ge´ne´ratives. Elle a participe´ a` la mise au point de mode`les animaux utilisant
l’intoxication au MPTP ([HVP+93]) pour la maladie de Parkinson (MP) et l’intoxication
au 3NP ([BHF+95]) pour la maladie de Huntington (MH).
Pour ces maladies, des me´canismes d’action ont de´ja` e´te´ de´couverts (de´ge´ne´rescence
des neurones dopaminergiques pour MP, neurones GABAergiques du striatum pour MH),
des ligands ont e´te´ de´veloppe´s (F-Dopa pour la MP, FDG et raclopride pour la MH) et
des the´rapies ont e´te´ propose´es et teste´es (prise de L-DOPA pour MP, greffe neuronale,
facteurs trophiques CNTF et GDNF ([KPB+04]), stimulation corticale ([DOB+04]) ). Ces
traitements the´rapeutiques ont un effet pre´ventif (neuroprotection) ou freinent l’e´volution
de la maladie. La connaissance de ces maladies avance mais ne suffit pas encore pour
permettre leur gue´rison comple`te.
Des projets d’e´tude de la maladie d’Alzheimer ont aussi e´te´ initie´s, graˆce notamment
a` la mise en place re´cente d’un nouveau mode`le ”primates”. Les imageries in vivo et
post mortem sont utilise´es conjointement dans ces recherches the´rapeutiques. L’histologie
est indispensable pour obtenir une analyse pre´cise au niveau cellulaire des le´sions et des
re´cupe´rations dans des structures particulie`res.
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Objectif de ce travail Comme nous l’avons vu, l’histologie constitue une re´fe´rence
dans beaucoup de domaines comme l’anatomie (de´limitation de structure...), la caracte´-
risation tissulaire (tumeurs...) ou bien la cytoarchitecture (densite´ de re´cepteurs...) mais
e´galement l’activite´ fonctionnelle (consommation de glucose). Le proble`me de ces infor-
mations est qu’elles sont fournies dans la ge´ome´trie du cerveau post mortem qui n’a pas de
pertinence. Or, a` l’inverse, la re´fe´rence en termes de ge´ome´trie, de forme, de volume´trie,
est repre´sente´e par l’imagerie in vivo, notamment l’IRM ou le scanner X. Il faut donc
choisir a` l’heure actuelle entre l’information et la position dans les e´tudes utilisant une
forme d’imagerie, comme il faut choisir en me´canique quantique entre la position et la
vitesse avec le principe d’incertitude d’Heisenberg. Ce choix est particulie`rement geˆnant
lorsqu’il s’agit de confronter des mesures re´alise´es in vivo et sur coupes histologiques, ou
meˆme tout simplement pour retrouver la forme d’une structure ou d’une activation sur
coupes. C’est pourquoi, il est primordial de mettre en correspondance les donne´es post
mortem et in vivo lorsque cela est possible, ou du moins de reconstruire un volume 3D a`
partir des coupes histologiques pour s’approcher de la ge´ome´trie originale 3D.
Cette volonte´ d’utiliser l’information des coupes histologiques dans la configuration
ge´ome´trique tridimensionnelle originale constitue l’objectif premier de cette the`se. Nous
allons donc e´tudier des me´thodes de reconstruction et de correction de de´formations pour
pouvoir remettre un ensemble de coupes histologiques 2D dans une configuration spatiale
la plus proche possible de celle observable in vivo.
Le deuxie`me objectif de ce travail est de chercher a` extraire, graˆce a` cette reconstruc-
tion 3D, un maximum d’informations a` partir des coupes histologiques, ce qui permet de
limiter le nombre d’animaux ne´cessaires a` la compre´hension d’un phe´nome`ne. L’imagerie
in vivo progresse sans cesse, et graˆce a` l’e´clairage apporte´ par l’e´tude post mortem, un
nombre important de pathologies sont e´tudie´es aujourd’hui par imagerie in vivo (de´ficits
e´nerge´tiques, atrophies, mais e´galement localisation de tumeurs). L’objectif a` tre`s long
terme, serait de pouvoir tout observer du vivant du sujet, en limitant quasi-comple`tement
l’e´tape post mortem.
Comme nous l’avons de´ja` pre´cise´, l’objet d’e´tude de cette the`se sera le cerveau, en
particulier le cerveau de rongeurs (rats, souris...) et de primates non humains (babouins,
macaques). Les techniques qui vont eˆtre pre´sente´es s’appliquent cependant de la meˆme
fac¸on pour la plupart des cerveaux quelle que soit l’espe`ce, en particulier pour le cerveau
humain. Nous allons proposer des protocoles de reconstruction performants et pre´cis dont
le temps de traitement et la complexite´ de mise en oeuvre sont compatibles avec une e´tude
biologique faisant intervenir l’histologie. L’objectif de cette the`se est plus la mise en place
de protocoles de traitement robustes et ge´ne´riques pour la constitution d’Imagerie Post
Mortem tridimensionnelle (IPM) que le de´veloppement de nouvelles techniques de
recalage, meˆme si des points me´thodologiques novateurs seront introduits. En effet, les
techniques de recalage sont nombreuses et souvent performantes, mais peu de solutions
ge´ne´riques ont e´te´ propose´es pour faire en sorte que la reconstruction histologique 3D
puisse eˆtre inte´gre´e dans une e´tude biologique et constitue un apport pour l’analyse des
donne´es.
Il existe un tre`s grand nombre de contributions apporte´es par les chercheurs me´tho-
dologistes en imagerie. Ces me´thodes complexes et virtuoses sont de´veloppe´es pour aider
les me´decins, les biologistes, et l’ensemble des chercheurs capables d’exploiter, a` des fins
the´rapeutiques, les images histologiques ou provenant d’imageurs in vivo. Pourtant, le
quotidien des e´tudes biologiques est souvent loin des algorithmes perfectionne´s propose´s
par la communaute´ des chercheurs en traitement d’images me´dicales. Il est bien suˆr nor-
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mal qu’il existe un de´calage temporel entre les dernie`res de´couvertes et le quotidien, ce
n’est pourtant pas la seule raison. Compte-tenu de la complexite´ des proble`mes, chaque
chercheur me´thodologiste se concentre sur un point pre´cis, que l’on va qualifier de ”noble”,
comme le recalage dans un contexte particulier. L’inte´gration ensuite de ces diffe´rentes
contributions dans les e´tudes re´elles globales n’est en ge´ne´ral pas imme´diate. Ainsi, les
e´tapes d’acquisition de donne´es, la question de l’exploitation des re´sultats, les e´tapes pre´-
liminaires, de pre´paration ne sont pas toujours aborde´es suffisamment pre´cise´ment. La
conse´quence en est que l’utilisation effective des outils me´thodologiques de traitement
d’images dans les e´tudes biologiques n’est pas courante car la mise en place de ces outils
et leur inte´gration dans l’e´tude globale ne sont pas organise´es de fac¸on pratique.
Cette the`se pourrait eˆtre qualifie´e de me´thodologie pratique. Le contexte pluridiscipli-
naire dans lequel elle s’est de´roule´e m’a conduit a` eˆtre confronte´ a` un grand nombre de
donne´es de par mon implication dans des projets assez divers. Ces projets constituent au
final un e´chantillon relativement repre´sentatif, semble-t-il, des types d’e´tudes classiques
impliquant l’histologie. Pour chacune des situations rencontre´es, la question s’est pose´e de
de´terminer quelles solutions me´thodologiques adapte´es au traitement des donne´es histolo-
giques avaient e´te´ propose´es dans la litte´rature. Comme beaucoup de de´veloppements dans
le domaine du recalage ont e´te´ mene´s, souvent plusieurs solutions e´taient envisageables.
Lorsqu’aucune solution ne convenait a` la situation, ou lorsqu’il me semblait possible de
faciliter le traitement des donne´es histologiques, des apports me´thodologiques nouveaux
ont e´te´ introduits re´pondant aux besoins. Les observations tire´es de chaque expe´rience
ont de´bouche´ sur une cate´gorisation des diffe´rentes situations d’e´tude de donne´es histo-
logiques afin de mettre en place des protocoles a` porte´e ge´ne´rale, depuis l’acquisition des
donne´es jusqu’a` leur analyse. Ces protocoles incluent les solutions de la litte´rature, avec
les adaptations ne´cessaires, qui m’ont semble´ les mieux approprie´es, ainsi que les solutions
me´thodologiques nouvelles apporte´es.
Nous proce´dons d’abord a` une analyse descriptive des proce´de´s d’obtention de coupes
histologiques dans le chapitre 1 et de leur impact sur la constitution de l’IPM. Ce chapitre
aboutit sur deux types de protocoles de constitution qui donnent chacun lieu a` un cha-
pitre : un premier protocole typiquement adapte´ aux e´tudes de se´ries sur les animaux aux
cerveaux de petite taille (comme les rongeurs) est pre´sente´ dans le chapitre 2, et un autre
protocole plus adapte´ aux cerveaux de taille plus importante (comme celui des primates)
fait l’objet du chapitre 3. Les e´tudes concernant la constitution d’atlas du thalamus re´ali-
se´es dans ce chapitre servent ensuite a` e´valuer les re´sultats d’une me´thode de segmentation
du thalamus in vivo qui fait l’objet du chapitre 4. Enfin, le chapitre 5 propose des projets
d’application ou d’ame´lioration de l’IPM. Le sche´ma de la Figure 2 indique a` quel niveau
des e´tudes biologiques se situent les diffe´rents apports pre´sente´s dans ce travail.
Sauf mention explicite, l’ensemble des illustrations pre´sente´es dans ce travail
proviennent du Service Hospitalier Fre´de´ric Joliot, CEA, Orsay. Les photographies des
figures 1.4, 1.6, 1.7, 3.2 (a) et (b) ont e´te´ re´alise´es par T. Delzescaux, SHFJ.
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analyse 3D
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ce travail
culture de
cellules
petits animaux
(rongeurs)
gros animaux
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post mortem
stade clinique
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Fig. 2 – Sche´ma re´sumant les apports de ce travail de the`se dans le contexte des e´tudes
biologiques incluant des e´tudes sur coupes histologiques.
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Chapitre 1
Histologie et reconstruction 3D
Nous aborderons dans ce chapitre particulier les notions qui sont utilise´es dans les cha-
pitres suivants. Tout d’abord, nous allons pre´senter les diffe´rentes techniques d’obtention
des coupes histologiques, et leur influence sur les images de coupes obtenues. Nous ferons
un e´tat de l’art des me´thodologies de traitement d’images disponibles dans la litte´rature
adapte´es a` chaque technique. Enfin, nous proposerons une classification des e´tudes sur
coupes histologiques, aboutissant a` deux protocoles de reconstruction 3D avec des solu-
tions originales adapte´es.
Autoradiographies
Cerveau extrait
Cerveau
in vivo
cryostat Marquage
Marquage
spécifique
spécifique
cerveau au
Coupe du
Coupe du
congélation
microtome à
cerveau au
2D 3D
Déformations
primaires
Déformations
secondaires (a)
Déformations
secondaires (b)
Fig. 1.1 – Les principales e´tapes de ce chapitre
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1.1 Traitement d’images et traitements histologiques
1.1.1 Terminologie de l’Imagerie Post Mortem (IPM)
Avant toute chose, il est ne´cessaire de pre´ciser brie`vement quelques termes de vocabu-
laire qui seront utilise´s dans la suite. Ce paragraphe n’a pas la pre´tention de donner une
de´finition comple`te de ces expressions, mais plutoˆt de pre´senter les notions sur lesquelles
nous allons nous appuyer dans notre discours.
Image Nous de´signerons par image de dimension n, d’un point de vue informatique,
une fonction discre`te des intervalles d’entiers [0, dim1] × [0, dim2] × ... × [0, dimn] dans
un ensemble I. En ge´ne´ral, n vaut 2 ou 3, dimi, 1 ≤ i ≤ n de´signe la taille de l’image
dans la dimension i et l’ensemble I des intensite´s est ge´ne´ralement un intervalle d’entiers
ou de re´els limite´ par le format de l’image. En 8 bits d’entiers non signe´s (U8), I est un
sous-ensemble d’entier, [0, 255] par exemple. I peut ne pas eˆtre un ensemble de scalaires
mais de vecteurs dans le cas d’images en couleurs ou d’images particulie`res (tenseurs de
diffusion). Sauf pre´cision, nous conside´rerons des images en niveaux de gris entiers signe´s
code´s sur 16 bits (S16).
Nous de´signerons indiffe´remment par coupe une tranche physique de cerveau ou l’image
nume´rise´e de cette coupe. Ce terme de´signe plus ge´ne´ralement une image 2D d’un volume
quelconque (coupe IRM, de scanner X...).
Recalage Le recalage d’une image T sur une image R de´signe le de´placement et/ou la
de´formation de l’image T vers l’image R dans le but de mettre en correspondance au mieux
des re´gions ou des caracte´ristiques analogues de chacune des deux images. On de´signe par
T pour ”Test” l’image qui est transforme´e et par R pour ”re´fe´rence” l’image prise pour
mode`le. Les images R et T peuvent repre´senter le meˆme sujet, (recalage mono-sujet),
ou deux sujets diffe´rents (recalage inter-sujet). Lorsqu’il s’agit de coupes 2D, toutes les
coupes proviennent ge´ne´ralement du meˆme sujet mais le recalage d’une coupe avec une
coupe voisine s’apparente a` du recalage inter-sujet.
Types de recalages Les images a` recaler peuvent eˆtre de meˆme modalite´ (recalage
mono-modal), ou de modalite´s diffe´rentes (recalage multi-modal).
L’ope´ration qui consiste a` recaler entre elles une se´rie de coupes 2D successives d’un
cerveau sera appele´e alignement . L’alignement donne lieu a` une reconstruction 3D , c’est-
a`-dire une image de dimension 3 obtenue par empilement de la se´rie de coupes 2D aligne´es.
On de´signera e´galement souvent par volume une image de dimension 3.
Transformations affines Nous parlerons de transformations affines d’images pour de´-
signer les transformations P qui s’e´crivent sous la forme P (x) = Ax+T pour tout e´le´ment
x de l’espace de dimension n des coordonne´es spatiales de l’image (n vaut 2 en 2D et 3
en 3D) et ou` A est une matrice re´elle quelconque de taille n × n et T un vecteur re´el
quelconque de taille n. Si on note R la matrice d’une rotation (c’est-a`-dire ve´rifiant les
conditions RTR = Idn et det(R) = 1, ou` R
T est la transpose´e de R, Idn de´signe la matrice
carre´e identite´ d’ordre n et det de´signe l’application de´terminant), les transformations af-
fines les plus courantes sont :
– la translation pure (A = Idn),
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– la transformation rigide (A = R),
– la similitude (A = s.R ou` s est un scalaire),
– l’homothe´tie (A = D ou` D est diagonale et T = 0),
– la transformation affine ge´ne´rale (A est quelconque).
Notons que pour toute transformation affine, A peut s’e´crire comme le produit d’une
matrice d’e´chelle (matrice diagonale a` coefficients non nuls), d’une matrice de cisaillement
(matrice triangulaire infe´rieure a` diagonale nulle) et d’une matrice de rotation. A toute
transformation affine P : x 7→ P (x) = Ax + T est associe´e une application vectorielle
L : x 7→ L(x) = Ax. Cette application line´aire ve´rifie pour tous points M et N de
l’espace : ~P (M)P (N) = L( ~MN). Certains travaux de´signent a` tort par transformations
line´aires les transformations affines. Une transformation affine ge´ne´rale compte 12 degre´s
de liberte´ en 3D, et 6 en 2D. Elle conserve le paralle´lisme.
Transformations non line´aires Par abus de langage, nous de´signerons par transfor-
mation non line´aire une transformation non affine. Une transformation non line´aire peut
compter un nombre quelconque de degre´s de liberte´. Elle est dite parame´trique si elle
peut s’exprimer avec un nombre fini de parame`tres. Les transformations dites libres sont
quant a` elles non parame´triques. Parmi les transformations non line´aires, il existe une
distinction entre les algorithmes dits e´lastiques, qui minimisent simultane´ment un terme
d’attache aux donne´es et une e´nergie de re´gularisation (initialement inspire´e de la the´orie
de la me´canique des milieux continus), et les algorithmes fluides qui minimisent alterna-
tivement ces 2 termes, entraˆınant des de´formations moins lisses mais plus pre´cises. La
transformation Free Form Deformation ([RSH+99], [Mat00]) que nous utiliserons ulte´-
rieurement appartient a` la famille des transformations non line´aires e´lastiques : c’est une
transformation parame´trique contrairement a` ce que son nom (Free) laisse supposer.
Anatomie Terminons ces pre´cisions terminologiques par des aspects plus biologiques :
la planche anatomique 1.2 reprend les principales structures ou re´gions anatomiques qui
seront utilise´es par la suite.
1.1.2 Les diffe´rents types de de´formations des coupes histolo-
giques
Les caracte´ristiques des coupes histologiques varient en fonction principalement du
type d’animal traite´ et des techniques de marquage. Cependant, certaines e´tapes sont
communes a` tous les animaux et a` une grande majorite´ de proce´dures.
Extraction Tout d’abord, apre`s sacrifice de l’animal, le cerveau est extrait et des de´-
formations dues a` cette extraction se produisent. Ces de´formations concernent le cer-
veau avant la coupe : ce sont des de´formations globales tridimensionnelles. Il s’agit d’une
contraction globale du cerveau due a` la perte du liquide ce´phalo-rachidien et a` la perte d’ir-
rigation sanguine suivies d’une de´shydratation, plus diverses de´formations dues a` la gravite´
ou a` d’autres effets me´caniques (manipulation du cerveau). S’ajoutent a` cela d’e´ventuels
traitements spe´cifiques (fixation) qui peuvent entraˆıner des de´formations supple´mentaires.
Nous appellerons ce premier type de de´formation globale et 3D les ”de´formations pri-
maires”.
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(a)
(b)
Fig. 1.2 – Une planche anatomique repre´sentant une coupe de cerveau de primate sche´ma-
tise´e en incidence coronale avec les principales structures anatomiques (a) : en particulier
matie`re blanche, matie`re grise et noyaux gris centraux (ensemble des structures en bleu).
Une coupe histologique re´elle (b).
Coupe Dans un second temps, le cerveau est coupe´ en tranches de faible e´paisseur
(quelques dizaines de microns) de fac¸on a` obtenir un ensemble de coupes 2D se´rie´es.
Remarquons que dans la grande majorite´ des cas, la coupe est effectue´e en incidence co-
ronale. Un des inte´reˆts de la reconstruction 3D est de pouvoir in fine observer le volume
histologique sous une incidence quelconque si bien que l’incidence de coupe originale im-
porte moins. La re´solution dans la direction orthogonale au plan de coupe reste cependant
de´finie par l’intervalle inter-coupes, qu’il faut donc choisir avec pre´caution.
Il re´sulte de cette e´tape de coupe la perte de cohe´rence tridimensionnelle du cer-
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veau mais e´galement des de´formations inde´pendantes 2D de chaque section. Celles-ci sont
dues aux efforts de coupes (entraˆınant cisaillement, de´chirures). D’e´ventuels marquages
ou passage dans des solutions peuvent e´galement entraˆıner une contraction des tissus. Le
montage sur lames de verre enfin occasionne des changements dans la configuration spa-
tiale de chaque coupe comme la se´paration des he´misphe`res ou des mouvements locaux
(par exemple mouvements des girus). Nous appellerons ce deuxie`me type de de´formations
individuelles 2D les ”de´formations secondaires”.
De´formations et reconstruction Nous pouvons noter qu’il est ne´cessaire de prendre
en compte et de corriger les de´formations secondaires pour permettre de reconstruire un
volume 3D a` partir de coupes 2D (voir [JMH94] pour une e´tude des distorsions chez le
rat). Par contre, la correction des de´formations primaires n’est indispensable que dans
l’optique d’une mise en correspondance avec une modalite´ in vivo 3D comme une IRM
lorsqu’elle est disponible. Notons e´galement que sans re´fe´rence ge´ome´trique, le processus
meˆme de reconstruction 3D, par propagation notamment, peut engendrer des de´formations
supple´mentaires re´sultant de biais ou d’approximations successives, qui ne peuvent souvent
pas eˆtre e´vite´es. Ces effets artefactuels seront assimile´s le cas e´che´ant en ce qui concerne
leur correction aux de´formations primaires.
Le sche´ma de la Figure 1.3 re´sume les diffe´rentes e´tapes d’une e´tude neuroanatomique
standard utilisant des coupes histologiques, avec les de´formations lie´es a` chaque e´tape.
1.2 Les de´formations secondaires
Les de´formations secondaires n’ont pas la meˆme importance et les meˆmes caracte´ris-
tiques en fonction du type d’e´tude et de l’espe`ce animale conside´re´e.
1.2.1 Les petits cerveaux
Type d’e´tude
Comme il a e´te´ dit pre´ce´demment, les e´tudes biologiques enchaˆınent les expe´riences
sur cellules en culture in vitro et les e´tudes sur les rongeurs, tels que les souris et les rats...
Parce qu’ils sont petits, faciles a` e´lever, qu’il est possible de mener des e´tudes explora-
toires de groupe, que leur manipulation ge´ne´tique est relativement maˆıtrise´e, ces animaux
interviennent tre`s majoritairement dans les e´tudes re´alise´es dans les laboratoires de bio-
logie. Compte-tenu du nombre important d’animaux intervenant dans ce type d’e´tude,
les protocoles de traitement d’image et de reconstruction 3D doivent ne´cessiter le moins
possible l’intervention d’un ope´rateur. C’est pourquoi nous proposons dans le chapitre 2
des me´thodes d’acquisition automatise´e des donne´es.
Caracte´ristiques
Le cerveau des rongeurs pre´sente tre`s peu de circonvolutions 1 (voir Figure 1.4 (a) )
et est sujet par conse´quent a` peu de de´formations au cours de la coupe. Le sillon inter-
he´misphe´rique (qui se´pare le cerveau en deux he´misphe`res) est peu profond si bien que
les he´misphe`res restent fortement connecte´s sur la grande majorite´ des coupes. Il y a
1Sillons corticaux.
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Fig. 1.3 – Les diffe´rentes e´tapes d’une e´tude neuroanatomique standard avec les de´for-
mations lie´es a` chaque e´tape. Chaque de´formation du cerveau est une difficulte´ pour la
reconstruction 3D et la mise en correspondance avec l’imagerie in vivo.
e´galement relativement peu de de´formations locales de type de´placement de sillon (sillon
”flottant”). Le cerveau n’est en ge´ne´ral pas fixe´ 2, et il est coupe´ au cryostat. Le cryostat
est un appareil de coupe adapte´ aux petits organes comme le cerveau des rongeurs, qui
maintient le cerveau et le couteau a` la meˆme tempe´rature de l’ordre de -18 C˚ (voir
Figure 1.4 (c) ). Ce milieu froid est ne´cessaire aux cerveaux non fixe´s qui se de´sagre`gent
a` tempe´rature ambiante. Chaque coupe est directement amene´e du couteau, sur lequel
elle reste e´tale´e graˆce au froid, jusqu’au support sur lequel elle sera conserve´e (lame de
verre, voir Figure 1.4 (b)) puis e´ventuellement expose´e (film d’autoradiographie).
2La fixation consiste a` remplacer le sang par une solution de paraformalde´hyde (PFA) en utilisant une
pompe pe´ristaltique, ce qui a pour effet d’e´tablir des liaisons chimiques covalentes dans les tissus et donc
de les rendre plus consistants.
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(a) (b)
(c)
Fig. 1.4 – Vue d’un cerveau de rat juste apre`s son extraction du craˆne (a) : il pre´sente
tre`s peu de circonvolutions corticales. Des coupes de cerveau place´es par apposition sur
une lame de verre (b). Vue inte´rieure du cryostat montrant un cerveau de rat en cours de
coupe en position sur la platine ayant servi a` re´aliser ces coupes (c).
Recalage
Toutes ces caracte´ristiques font que les de´formations secondaires sont conside´rablement
re´duites par rapport a` des cerveaux plus complexes : seule la perte de cohe´rence 3D
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coupe a` coupe subsiste entie`rement. De surcroˆıt, meˆme si les micro-imageurs (microTEP,
microMRI, microScanner X) commencent a` se de´velopper, les modalite´s in vivo ne sont
en ge´ne´ral pas disponibles. En effet, les e´tudes biologiques de routine n’inte`grent pas
d’imagerie in vivo car la re´solution reste limite´e, a` moins de se´quences de´licates a` mettre
en oeuvre, et leur de´bit de traitement est difficilement compatible avec des acquisitions
sur imageurs. En effet, les imageurs mais e´galement les de´veloppements en traitement
d’images ne sont pas encore assez avance´s ou pas assez diffuse´s pour eˆtre utilise´s en grande
se´ries. La mise en correspondance des coupes histologiques avec les donne´es d’imageurs
n’est donc ge´ne´ralement pas re´alise´e, si bien que les de´formations primaires ne sont pas
conside´re´es sauf e´tude spe´cifique. Une transformation rigide simple suffit donc pour recaler
de fac¸on satisfaisante une coupe avec la suivante comme nous le verrons dans le chapitre
2. Hibbard et al. ([HH88]) ont e´te´ parmi les premiers a` proposer des travaux d’alignement
automatique par transformation rigide de coupes de cerveaux.
Dans certaines e´tudes biologiques particulie`res sur les rongeurs, plus de pre´cision de
mise en correspondance peut eˆtre ne´cessaire, par exemple dans le cas d’e´tudes de structures
tre`s pre´cises, ou dans les e´tudes faisant intervenir des images acquises in vivo. Des transfor-
mations affines ou meˆme non line´aires peuvent eˆtre utilise´es pour recaler les coupes entre
elles ou pour assurer la mise en correspondance avec une image de re´fe´rence ([KBFM97],
[RCM+97], [CYHN98], [GTN03]). Cependant, dans le contexte des maladies neurode´ge´-
ne´ratives, les e´tudes de ce type ne constituent pas du tout la majorite´ des e´tudes mene´es
sur les cerveaux de rongeurs dans les laboratoires de biologie.
1.2.2 Les cerveaux de taille plus importante
Type d’e´tude
D’autres espe`ces d’animaux au cerveau de taille plus importante sont utilise´es en tant
que mode`les animaux dans les laboratoires : ainsi, certains primates (babouins, macaques)
occupent une place privile´gie´e en tant qu’espe`ces plus proches de l’Homme, en particulier
en ce qui concerne le cerveau (voir Figure 1.5). En ge´ne´ral, ils sont utilise´s dans les stades
plus avance´s des e´tudes, le stade pre´clinique 3.
Ces animaux interviennent dans des e´tudes souvent plus difficiles a` mettre en place
dont la dure´e se mesure en anne´es ge´ne´ralement. Les donne´es histologiques sont donc
comparativement beaucoup plus rares que celles des rongeurs.
Caracte´ristiques
Le cerveau est en ge´ne´ral fixe´ par perfusion, puis/ou post-fixe´ 4 ce qui a pour but
d’ame´liorer la qualite´ de conservation des constituants (les prote´ines en particulier). Le
cerveau est souvent divise´ en blocs pour permettre une meilleure post-fixation ou pour
des raisons pratiques de coupe : cette se´paration en blocs entraˆıne des difficulte´s supple´-
mentaires pour la reconstruction 3D (voir Figure 1.6).
La coupe s’effectue avec un microtome a` conge´lation, appareil de coupe adapte´ aux
e´chantillons plus grands que pour le cryostat. Le couteau n’est pas refroidi et, sans trai-
tement particulier et a` tempe´rature ambiante, les coupes sont trop grandes pour rester
e´tale´es. Elles se chiffonnent donc et sont re´cupe´re´es au pinceau pour eˆtre stocke´es en l’e´tat
3Stade pre´ce´dant le stade clinique des premiers essais sur l’Homme.
4La post-fixation est une fixation du cerveau en solution de PFA apre`s extraction.
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(a) (b) (c)
Fig. 1.5 – IRM en incidence axiale de macaque (a), de babouin (b) et d’Homme (c) situe´es
au meˆme niveau anatomique. Les cerveaux pre´sentent beaucoup de similitudes a` ce niveau
d’analyse.
dans un premier temps dans un petit re´ceptacle e´troit, contenant plusieurs coupes, rempli
d’une solution tampon et dans lequel elles flottent et s’entremeˆlent. Le montage sur sup-
port a lieu dans un second temps : les coupes sont de´verse´es dans un re´cipient large ou`
elles s’e´talent, puis sont ge´ne´ralement monte´es sur lame de verre au pinceau (voir Figure
1.7). Des techniques spe´ciales utilisant un milieu dt’enrobage du cerveau pendant la coupe
sont e´galement utilise´es, comme lt’inclusion en paraffine (voir [GGH+03] par exemple).
Le cortex des primates est fortement circonvolue´, et les de´formations locales, comme
les de´placements de sillons, sont donc plus courants. Le sillon inter-he´misphe´rique notam-
ment est tre`s prononce´, ce qui a pour conse´quence importante qu’en coupe coronale, les
deux he´misphe`res de chaque section sont se´pare´s dans les re´gions frontales (rostrales) et
occipitales (caudales), et qu’ils sont fragilement relie´es par le corps calleux dans la partie
centrale du cerveau (voir Figure 1.8).
Recalage
L’ensemble de ces caracte´ristiques fait que les de´formations secondaires sont nom-
breuses, et la perte de cohe´rence 3D plus importante que dans le cas des rongeurs. La
se´paration des he´misphe`res pose directement proble`me pour l’e´tape d’alignement, quel
que soit le type de transformation que l’on souhaite utiliser. En effet, certaines coupes
sont constitue´es de deux objets se´pare´s et inde´pendants. Les solutions propose´es dans la
litte´rature pour pallier ce proble`me dans ce contexte primate sont e´nonce´es ci-dessous.
Demi cerveau Tout d’abord, la solution la plus simple consiste a` ne conside´rer qu’un
seul he´misphe`re. C’est en fait tre`s souvent le cas car, compte-tenu du fait que ces cerveaux
sont assez rares, un seul des deux he´misphe`res peut n’eˆtre disponible pour la reconstruction
3D, l’autre e´tant re´serve´ a` d’autres traitements.
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(a) (b)
(c)
Fig. 1.6 – Vues d’un cerveau de macaque juste apre`s son extraction (a) et (b). De´coupage
en blocs pour faciliter la fixation et la coupe (c).
Algorithme de labellisation Une autre solution propose´e par [SDZ95] chez l’Homme
consiste a` ope´rer une binarisation de chaque coupe IRM, puis d’effectuer une identification
de chaque structure par un algorithme de labellisation qui identifie, met en relation et la-
bellise les diffe´rentes composantes connexes. Des points caracte´ristiques sont extraits des
contours et sont apparie´s avec les points correspondants sur la coupe histologique permet-
tant un recalage affine par moindres carre´s en utilisant une strate´gie robuste d’estimation.
Ce travail insiste sur la ne´cessite´ d’un recalage global affine´ avant tout recalage non li-
ne´aire et propose une solution en ce sens. La me´thode de´crite pre´sente cependant plusieurs
inconve´nients. D’abord, seuls les contours servent pour la mise en correspondance. En-
suite, avec les petites composantes connexes, les appariements doivent eˆtre peu fiables.
L’algorithme de labellisation introduit une complexite´ importante et limite la robustesse.
Enfin, si les he´misphe`res ont un mouvement inde´pendant mais sont tout de meˆme tre`s
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(a) (b)
(c)
Fig. 1.7 – Coupe d’un cerveau de babouin en cours au microtome (a), les petits re´ceptacles
appele´s puits dans lesquels les coupes sont stocke´es et s’entremeˆlent (b) et le montage sur
lame de verre apre`s e´talement de la coupe dans une boˆıte de Pe´tri (c). L’ensemble de ces
diffe´rentes e´tapes qui imposent plusieurs manipulations me´caniques entraˆınent l’apparition
de le´sions tissulaires qui constitueront autant d’artefacts dans la reconstruction 3D du
volume histologique (de´formations secondaires).
fragilement relie´es, une seule transformation affine est e´value´e par coupe.
De´formation non line´aire La solution consistant a` lancer directement un recalage
non line´aire entre deux coupes dont les he´misphe`res sont se´pare´s dans chacune des coupes
est sous-optimale car les transformations non line´aires ont pour vocation d’estimer des
de´formations mais estiment tre`s mal les de´placements.
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(a) (b) (c)
Fig. 1.8 – Coupes en incidence coronale de babouin dans la re´gion rostrale (a), centrale
(b) et caudale (c). Les he´misphe`res sont se´pare´s dans les images (a) et (c).
Une nouvelle me´thode A` notre connaissance, il n’existe pas dans la litte´rature de
solution re´ellement adapte´e au recalage de deux coupes histologiques aux he´misphe`res
se´pare´s. Extreˆmement peu de reconstructions 3D de coupes histologiques (et non pas de
photographies) de cerveaux entiers sont d’ailleurs pre´sente´es explicitement (pas en rendu
volumique) dans la litte´rature pour des cerveaux d’animaux de primates non humains
ou humains. C’est pourquoi il nous a paru inte´ressant de proposer une me´thode adap-
te´e a` cette situation particulie`re qui s’ave`re assez courante lorsqu’il s’agit de traiter des
coupes histologiques de cerveau de primates, ou d’autres cerveaux aux circonvolutions
importantes, comme celui de l’Homme par exemple. Notre me´thode, qualifie´e de recalage
birigide et de´crite au chapitre 3, est adapte´e a` ce proble`me.
Les petites de´formations En ce qui concerne les petites de´formations locales comme
les de´placements de sillons individuels a` chaque coupe, des solutions ont e´te´ propose´es
dans la litte´rature.
La me´thode de recalage propose´e par [PMBT03] adapte´e aux coupes histologiques
ope`re un partitionnement et un recalage affine par parties automatiques de la coupe par
analyse du champ de de´formations, dans le but de corriger des de´formations locales. Les
zones frontie`res entre re´gions sont de´forme´es e´lastiquement.
[APA05] proposent quant a` eux une transformation polyaffine, localement affine mais
globalement non line´aire, qui permet de passer de fac¸on quasi-continue des transformations
affines globales aux transformations non line´aires denses, et donc implicitement de parvenir
au meˆme but mais par optimisation globale d’un crite`re de similarite´.
Dt’autres me´thodes ont encore e´te´ propose´es pour corriger les petites de´formations
(voir par exemple [ARH05] pour une transformation non-line´aire utilisant une interpola-
tion par thin-plate spline) Ces me´thodes supposent a priori les coupes connexes et donc
constitue´es d’un seul objet, mais elles pourraient convenir a` la correction de certaines
de´formations secondaires de coupes histologiques aux he´misphe`res se´pare´s apre`s l’e´tape
birigide. Nous n’avons cependant pas utilise´ ces me´thodes dans nos protocoles car, bien
qu’apparemment robustes et fiables, ces me´thodes risquaient d’abord d’introduire des de´-
formations des donne´es initiales et limiteraient la robustesse de notre chaˆıne de traitement.
Ensuite, les corrections qu’elles apportent se situent principalement au niveau des giri, et
donc a` la pe´riphe´rie du cerveau alors que nos re´gions d’inte´reˆt (thalamus, striatum) sont
les structures centrales du cerveau. Ces corrections ne sont donc pas indispensables dans
nos e´tudes alors qu’elles sont tout a` fait adapte´es a` des e´tudes s’inte´ressant plus pre´cise´-
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ment au cortex. Nos protocoles visant une porte´e ge´ne´rale et robuste, nous mentionnons
ces me´thodes inte´ressantes mais ne les de´veloppons pas car elles concernent des e´tudes
plus spe´cifiques et pre´cises.
1.3 La modalite´ photographique
1.3.1 Le recalage par propagation
Nous avons vu dans la partie ”terminologie” que la reconstruction d’un volume 3D
s’effectuait par alignement des coupes, c’est-a`-dire par recalage des coupes successives.
La me´thode la plus employe´e consiste a` fonctionner par propagation : le recalage deux a`
deux entre toutes les coupes successives est e´value´, puis toutes les transformations sont
ramene´es a` une coupe choisie comme re´fe´rence de fac¸on a` obtenir un volume aligne´. Le
type de transformation utilise´ pour le recalage est classiquement affine, notamment parce
que la composition de plusieurs transformations est alors aise´e, mais tout autre type
de transformation est possible. Comme nous l’avons dit pre´ce´demment, cette fac¸on de
proce´der pour la reconstruction, sans re´fe´rence ge´ome´trique, a tendance a` faire perdre la
courbure du cerveau, et donc a` reconstruire un cerveau rectiligne (voir [MBNV04] et le
banana problem).
1.3.2 Modalite´s histologiques uniquement
Dans le cas des cerveaux de rongeurs, cet artefact n’est pas tre`s geˆnant d’une part
parce que le cerveau des rongeurs pre´sente une courbure moins prononce´e que pour les
plus gros animaux, et d’autre part, parce que la confrontation a` une imagerie pre´sentant
la ge´ome´trie de re´fe´rence n’est en ge´ne´ral pas re´alise´e.
1.3.3 Lien avec une modalite´ in vivo
Pour les primates, il en est en ge´ne´ral autrement. Leur cerveau pre´sente une courbure
tre`s prononce´e et la confrontation a` la ge´ome´trie de re´fe´rence (imagerie in vivo) est beau-
coup plus souvent re´alise´e. Comme nous l’avons e´galement dit, cet artefact ne peut pas
vraiment eˆtre corrige´ directement, puisque la courbure est une information qui semble se
perdre dans la discre´tisation en coupes 2D.
Il existe pourtant dans la litte´rature une solution a` ce proble`me, il s’agit de la re´ali-
sation de photographies ou de vide´os du plan de coupe du cerveau au cours de la coupe
([LLH+89] applique´e au coeur de rats, [KBFM97], [MCT+97], [ORS+01], [BOD+02] pour
le cerveau). Ces photographies re´alise´es exactement dans la meˆme position par rapport au
plan de coupe du cerveau, coupe apre`s coupe, ge´ne`rent une se´rie de photographies, que l’on
appellera coupes photographiques (par opposition aux coupes histologiques), directement
aligne´es, aux e´ventuels recalages inter-blocs pre`s. La reconstruction 3D obtenue donne
lieu a` un volume photographique qui pre´sente les de´formations primaires sans pre´senter
les de´formations secondaires.
Cette modalite´, qui ne constitue pas a` proprement parler une modalite´ biologique puis-
qu’aucun marquage spe´cifique n’est possible, est pourtant d’un grand inte´reˆt puisqu’elle
permet de de´coupler la correction des deux principaux types de de´formations des coupes
histologiques. En particulier, ce volume photographique a conserve´ la courbure originale
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du cerveau (ou une courbure proche de l’originale car cette modalite´ est une modalite´
post mortem). Les petites de´formations locales secondaires sont effectivement tre`s limi-
te´es puisque chaque photographie est re´alise´e alors que la coupe est encore solidaire du
bloc cerveau. Ce volume constitue donc une re´fe´rence ge´ome´trique pour la correction des
de´formations secondaires, et repre´sente la modalite´ ide´ale pour estimer les de´formations
primaires par rapport a` la ge´ome´trie du cerveau in vivo (voir Figure 1.9).
(a)
(b)
Fig. 1.9 – Une photographie du plan de coupe (partie rostrale du cerveau de babouin) au
microtome illustrant la se´paration des deux he´misphe`res mais qui apparaissent dans leur
configuration originale graˆce au rattachement de la coupe au reste du cerveau (a). Une
vue en incidence sagittale du volume de photographies empile´es et directement aligne´es,
aux blocs pre`s, dans laquelle on peut appre´cier la conservation de la courbure du cer-
veau (b). On peut remarquer les diffe´rences d’intensite´s lumineuses inter-coupes pour les
photographies.
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La correction de la courbure et la possibilite´ de de´couplage des de´formations sont
inte´ressantes pour la reconstruction 3D de tout type de cerveau mais l’introduction de la
modalite´ photographique est particulie`rement utile pour les e´tudes faisant intervenir des
cerveaux de taille importante pour lesquels la mise en correspondance avec l’imagerie in
vivo est envisage´e. Nous pre´sentons la mise en oeuvre pratique et l’usage de cette modalite´
dans le chapitre 3.
1.4 Diffe´rences d’intensite´ inter-coupes
1.4.1 Coupes et marquages spe´cifiques
Un des principaux inte´reˆts que pre´sentent les coupes histologiques re´side dans l’usage
de colorations permettant de marquer des populations de cellules particulie`res. Il existe
un grand nombre de marqueurs tre`s divers, parmi lesquels on peut citer :
– la tyrosine hydroxylase (TH) marqueur des neurones dopaminergiques,
– le Nissl et sa variante le cre´syl violet, marqueurs des noyaux des cellules,
– le NeuN marqueur des neurones,
– l’ace´tylcholineste´rase (AchE) marqueur des syste`mes de neurotransmission choliner-
gique,
– la cytochrome oxydase marqueur de l’e´tat fonctionnel de la chaˆıne respiratoire mi-
tochondriale.
Cette liste est tre`s loin d’eˆtre exhaustive. Un autre type d’usage des coupes histologiques
consiste en l’autoradiographie (re´ve´lation sur film de la distribution d’un ligand radioactif
injecte´ avant sacrifice). Ces techniques s’appliquent a` toutes les espe`ces d’animaux (voir
Figure 1.10). L’autoradiographie, qui impose de ne pas fixer le cerveau, entraˆıne une
coupe au cryostat, et donc ne´cessite souvent de diviser le cerveau en petits morceaux s’il
est trop volumineux comme celui des primates.
1.4.2 Apparition de diffe´rences d’intensite´
La coloration des coupes histologiques peut varier d’une coupe a` l’autre. En effet,
l’intensite´ du marquage est fonction :
– de l’e´paisseur de coupes qui peut le´ge`rement varier d’une coupe a` l’autre,
– de la concentration des diffe´rents bains,
– du temps d’incubation.
L’e´tape d’acquisition nume´rique peut e´galement accroˆıtre ces diffe´rences d’intensite´ inter-
coupes. Ces diffe´rences d’intensite´ sont geˆnantes pour l’appre´ciation visuelle des recons-
tructions 3D (voir Figure 1.9 b) ), c’est pourquoi il est inte´ressant de chercher a` les
corriger.
1.4.3 Correction
Des me´thodes de correction d’intensite´ ont e´te´ propose´es dans la litte´rature, prin-
cipalement pour corriger les de´rives en intensite´ constate´es avec certaines acquisitions
ou certaines antennes en IRM. Citons par exemple les travaux de [Man00] recherchant
un champ correctif du biais par minimisation de l’entropie. Ces me´thodes, bien adap-
te´es aux de´rives lentes des imageurs IRM, ne conviennent pas aux donne´es histologiques.
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(a) (b)
(c) (d)
(e) (f)
Fig. 1.10 – Diffe´rents marquages de coupes histologiques : au cre´syl violet (a) sur rat,
a` la cytochrome oxydase (b) sur souris, un autoradiogramme (c) sur rat, un marquage
tyrosine hydroxylase (d), une coloration de Nissl associe´e a` une mise en e´vidence de
l’ace´tylcholineste´rase (e) sur babouin et enfin un marquage spe´cifique pour les agre´gats
de huntingtine (mode`le de MH) qui apparaissent en sombre (f) chez le macaque.
Une me´thode inte´ressante propose´e par [MB03] pour la correction d’intensite´ inter-coupes
histologiques, ope`re un recalage iconique 5 des histogrammes de chaque coupe. La me´-
thode fonctionne avec des coupes autoradiographiques de primates et un certain nombre
5Recalage base´ sur les niveaux de gris.
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d’autres types de coupes, a` condition que les histogrammes des coupes successives soient
relativement similaires.
Parmi les donne´es que nous avons traite´es, des se´ries de coupes de primates colore´es
au Nissl associe´ a` une mise en e´vidence de l’AchE (voir Figure 1.10 d) ) pre´sentaient
de fortes variations d’intensite´, des changements importants de distribution des intensi-
te´s dans les histogrammes et des classes de tissus bien diffe´rencie´es variant d’une coupe a`
l’autre rendant tre`s difficile un recalage iconique entre histogrammes. Pour parvenir a` cor-
riger ces diffe´rences d’intensite´, nous avons donc de´veloppe´ une me´thode de normalisation
d’intensite´ consistant en un recalage robuste fonde´ sur des amers ge´ome´triques extraits
par analyse multi-e´chelle des histogrammes. Cette me´thode est pre´sente´e au chapitre 3.
Bien que des diffe´rences d’intensite´ inter-coupes puissent exister pour tous les types de
coupes histologiques de cerveaux, ce proble`me est a` la fois plus marque´ et plus geˆnant
chez les primates. En effet, e´tant donne´ la taille importante de leur cerveau, les coupes
sont traite´es en plusieurs bains : les conditions de coupes qui peuvent diffe´rer d’un bloc
de cerveau a` l’autre, la fixation peut diffe´rer d’un bloc a` l’autre, les bains de colorants
peuvent avoir des concentrations le´ge`rement diffe´rentes et les conditions expe´rimentales
peuvent varier d’un jeu de coupes a` un autre. De plus la confrontation a` l’imagerie in vivo
comme l’IRM rend la cohe´rence en intensite´ importante. Toutes ces raisons font que la
me´thode que nous proposons est plus spe´cifiquement de´die´e et ne´cessaire aux traitement
des cerveaux de primates plutoˆt qu’aux cerveaux de rongeurs (voir Figure 1.11).
(a) (b)
Fig. 1.11 – Vue en incidence axiale d’un empilement de coupes histologiques sans aucun
traitement (autre que la mise du fond de l’image a` noir) : les diffe´rences d’intensite´ chez
la souris (a) sont beaucoup moins importantes que pour le babouin (b) sur cet exemple.
L’homoge´ne´ite´ du marquage entre les coupes est plus difficilement obtenue pour les coupes
de cerveau de primates que pour les coupes de rongeurs.
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1.5 Les de´formations primaires
1.5.1 Des de´formations volumiques
Nous allons conside´rer a` pre´sent la question de la correction des de´formations pri-
maires, a` savoir l’ensemble des de´formation 3D qui diffe´rencient le cerveau extrait post
mortem du cerveau dans sa ge´ome´trie originale in vivo. Notons que nous conside´rerons
dans ce travail comme ge´ome´trie de re´fe´rence du cerveau celle obtenue par IRM anato-
mique T1, qui est sans doute la modalite´ in vivo offrant les informations morphome´triques
et structurelles les plus fide`les et les plus pre´cises. Pour y parvenir, nous allons chercher
a` recaler le volume histologique dont les de´formations secondaires sont corrige´es, avec la
modalite´ de re´fe´rence ge´ome´trique. Il s’agit cette fois d’un recalage 3D.
1.5.2 Le recalage 3D
Pour estimer des transformations 3D entre deux cerveaux, de nombreuses techniques
ont e´te´ propose´es dans la litte´rature. Elles se caracte´risent principalement par l’espace de
transformations choisi ainsi que par la mesure de similarite´ utilise´e, qui de´pendent tous
deux du type de proble`me de recalage que l’on souhaite re´soudre (voir les travaux de
[Roc01] sur le recalage et les mesures de similarite´).
Cas mono-sujet
Pour le recalage d’images d’un meˆme sujet, l’espace de transformations adapte´ est
ge´ne´ralement celui des transformations rigides. Pour le cas du recalage mono-modal mono-
sujet, re´pute´ le cas le plus favorable, des mesures de similarite´ ”simples” telles que le
coefficient de corre´lation ou meˆme la somme du carre´ des diffe´rences des intensite´s sont
souvent les plus efficaces. Pour le recalage multimodalite´ mono-sujet, comme par exemple
le recalage IRM / TEP d’un meˆme sujet, des mesures de similarite´ plus ge´ne´rales, telles que
l’information mutuelle principalement ou le rapport de corre´lation, sont souvent utilise´es
([VW97], [MVS03]).
Cas inter-sujet
Pour le recalage d’IRM anatomiques de diffe´rents sujets, soit un recalage mono-modal
inter-sujet, des me´thodes e´lastiques base´es sur la mode´lisation du champ de de´formation
comme une combinaison line´aire de fonctions de bases cosinus en utilisant encore l’infor-
mation mutuelle comme mesure de similarite´ (voir [FAF+95], [AF97]) sont classiquement
utilise´es. Beaucoup d’autres techniques efficaces de recalage non line´aire adapte´es au re-
calage mono-modal inter-sujet existent : citons les travaux de [Cac02], [CE98] et [Thi98]
pour n’en citer que quelques-uns. On notera que le recalage multimodalite´ multisujet est
rarement conside´re´, car c’est le cas le plus de´favorable, et qu’il a souvent peu de sens.
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1.5.3 Recalage post mortem-in vivo
Cas mono-sujet particulier
Le recalage entre des donne´es post mortem et in vivo entre dans la famille des recalages
multimodalite´s mono-sujets. La transformation adapte´e serait the´oriquement la transfor-
mation rigide comme nous l’avons vu entre une TEP et une IRM. Cependant, comme
les donne´es post mortem ont subi un certain nombre de de´formations, que l’on suppo-
sera limite´es aux de´formations primaires e´tant donne´ que les secondaires ont fait l’objet
d’une correction pre´liminaire, la strate´gie change. Dans la litte´rature, diverses solutions
concernant la re´alisation de ce recalage 3D ont e´te´ propose´es : nous allons en pre´senter
quelques-unes.
Transformations affines 3D Lorsque la re´gion d’inte´reˆt est tre`s limite´e, un recalage 3D
affine simple focalise´ (par feneˆtrage par exemple) sur la structure d’inte´reˆt peut convenir
localement ([ORS+01]). En effet, certaines re´gions comme les noyaux gris centraux se
de´forment relativement peu entre les deux images.
Transformations affines 2D/3D alterne´es [MBNV04] proposent une correction ori-
ginale alterne´e et ite´rative des de´formations primaires et secondaires. Les coupes histolo-
giques sont d’abord aligne´es par recalage affine (correction des de´formations secondaires)
menant a` un premier volume histologique. Celui-ci est recale´ en 3D de manie`re affine
avec l’IRM (correction des de´formations primaires) prise comme imagerie de re´fe´rence en
termes de ge´ome´trie. Ce recalage permet d’obtenir par re´e´chantillonnage les coupes IRM
correspondant aux coupes histologiques. Cette correspondance est utilise´e pour re´aliser
un nouvel alignement par recalage affine 2D de chaque coupe histologique sur la coupe
correspondante en IRM. Le processus est ite´re´ : la correction des de´formations primaires
et secondaires est donc effectue´e progressivement et alternativement. La transformation
finale est une se´rie de compositions de transformations affines 2D/3D alternativement,
et peut eˆtre assimile´e a` une classe de transformation non line´aire 3D particulie`re. Cette
me´thode est adapte´e au cas ou` la modalite´ photographique n’a pas e´te´ acquise.
Transformations non line´aires Les me´thodes de de´formations purement non line´aires
spe´cifiques a` cette proble´matique de recalage histologique avec une re´fe´rence ge´ome´trique
comme l’IRM sont relativement rares dans la litte´rature. En effet, compte-tenu du grand
nombre de degre´s de liberte´ de ces me´thodes et des artefacts propres aux donne´es histo-
logiques, robustesse et pre´cision sont difficilement conciliables.
[TT96] ont de´veloppe´ une me´thode de de´formation base´e sur la mise en correspondance
des surfaces, qui semble adapte´e a` la correction des de´formations primaires.
D’autres me´thodes de recalage non line´aire ont e´te´ propose´es et semblent donner des
re´sultats inte´ressants sur des donne´es d’histologie, comme celle e´lastique de [KBFM97]
utilisant les Thin Plates Splines (TPS) ou les me´thodes fluides de [Chr99].
Toutes ces me´thodes fournissent des re´sultats pre´cis mais ne´cessitent un re´glage de´-
licat d’un certain nombre de parame`tres sensibles. La pre´cision du recalage estime´e par
la ressemblance entre les images test et re´fe´rence semble avoir e´te´ le point prioritaire, au
de´triment de la ge´ne´ricite´, de la robustesse, du re´alisme ou de la facilite´ d’utilisation a`
l’inte´rieur d’un protocole global. Seule une comparaison exhaustive de toutes ces me´thodes
permettrait bien suˆr de les juger de fac¸on certaine. Ne´anmoins, il nous est apparu que
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les me´thodes de la litte´rature de´die´es au proble`me du recalage 3D images post mortem
et images in vivo ne semblaient pas correspondre au compromis recherche´ d’une transfor-
mation beaucoup plus pre´cise et plus fine qu’une transformation affine, mais cependant
robuste et d’utilisation relativement aise´e.
C’est pourquoi nous nous sommes inte´resse´s a` la me´thode de Free Form Deformation
(FFD) propose´e par [RSH+99]. La de´formation est mode´lise´e par des cubic B-splines et
l’information mutuelle est utilise´e comme crite`re de similarite´.
1.5.4 Le choix FFD
Une me´thode adapte´e aux de´formations mono-sujet
Cette me´thode a e´te´ applique´e initialement au recalage inter-sujet d’images IRM du
sein, mais e´galement au recalage TEP-CT d’images du thorax dans le but de corriger les
diffe´rences entre l’inspiration maximale du scanner et l’inspiration normale de la TEP
(voir [Mat00], [DFF03]). Il s’agit e´galement d’un recalage mono-sujet multimodal qui ne
peut eˆtre re´solu avec un simple recalage rigide car des diffe´rences importantes de forme
existent entre les deux images.
Analogie
Les proble´matiques de la correction e´lastique de la diffe´rence entre respiration normale
et respiration maximale et de la diffe´rence entre cerveau post mortem et in vivo sont
finalement assez similaires. Dans le cas du thorax, la diffe´rence de forme est due a` la
pre´sence d’air tandis que dans le cas du cerveau la diffe´rence est due a` la pre´sence ou non
des liquides physiologiques (eau, sang, liquide ce´phalo-rachidien). La me´thode nous a donc
paru adapte´e a` notre proble`me d’autant plus qu’il est possible de controˆler l’e´lasticite´ de
la de´formation en choisissant le nombre de degre´s de liberte´ de la transformation. Sur la
Figure 1.12, nous pouvons voir que les de´formations du cerveau post mortem par rapport
a` la ge´ome´trie in vivo pre´sentent une analogie avec la de´formation du thorax en inspiration
normale (TEP) par rapport a` l’inspiration maximale (CT). Notre contribution consiste ici
en l’utilisation de cette transformation pour un usage nouveau mais qui, mutatis mutandis,
rentre dans le cadre d’utilisation de cette me´thode.
Nous pre´sentons la modalite´ IRM post mortem pour cette illustration mais il s’agira
bien suˆr de corriger les de´formations du volume histologique que nous pre´senterons plus
loin. Il s’agit bien donc d’un recalage mono-sujet inter-modalite´ comme dans le cas PET-
CT. Nous de´crivons au chapitre 3 comment nous avons adapte´ la me´thode FFD a` la
correction des de´formations primaires.
1.6 Synthe`se : deux proble´matiques distinctes, deux
protocoles distincts
Compte-tenu de l’ensemble des remarques qui ont e´te´ faites dans ce chapitre, nous pou-
vons synthe´tiser l’analyse concernant l’obtention et le traitement des coupes histologiques
en vue d’une reconstruction 3D de la fac¸on suivante.
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(a) (d)
(b) (e)
(c) (f)
Fig. 1.12 – Comparaison de la de´formation du thorax due a` la respiration (CT respiration
maximale (a), TEP transmission respiration normale (b) et TEP transforme´e par FFD
dans la ge´ome´trie du CT (c) ) et de la de´formation du cerveau due a` la perte des liquides
physiologiques (en incidence coronale, IRM in vivo (d), IRM post mortem recale´e rigide-
ment (e) et fusion des deux images avec l’IRM post mortem en fausses couleurs orange´es
(f) ). Les proble´matiques sont similaires. Les images de thorax sont issues de [DFF03].
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1.6.1 E´tudes en se´ries, petits cerveaux peu circonvolue´s, pas de
re´fe´rence ge´ome´trique
D’un coˆte´, la majorite´ des e´tudes biologiques utilisant des coupes histologiques concerne
les petits animaux de types rongeurs. Il s’agit d’e´tude moyen voire haut de´bit, c’est-a`-dire
que le nombre d’animaux mis en jeu est relativement important pour chaque e´tude (de
l’ordre de la dizaine), et les temps d’e´tude (expe´rience, obtention des coupes, analyse)
sont relativement re´duits (de l’ordre du mois). Par conse´quent, le degre´ d’automatisation
des traitements doit eˆtre important, le protocole robuste et le temps de traitement limite´.
La coupe est re´alise´e ge´ne´ralement au cryostat, le cerveau est compact et n’est pas
se´pare´ en blocs, il pre´sente peu de de´formations locales car il est peu circonvolue´. Les he´-
misphe`res ne sont pas se´pare´s sur les coupes ce qui permet d’utiliser des transformations
affines pour corriger les de´formations secondaires. La courbure du cerveau est faible et
ge´ne´ralement aucune modalite´ de re´fe´rence ge´ome´trique du type IRM in vivo n’est dis-
ponible compte-tenu de la difficulte´ d’imager correctement des cerveaux de petites tailles
ne´cessitant notamment des syste`mes de´die´s. Une modalite´ interme´diaire de type photo-
graphies ne s’impose donc pas. La correction des de´formations primaires n’est pas non
plus ge´ne´ralement ne´cessaire e´tant donne´ qu’il s’agit d’e´tudes relativement fondamentales
pour lesquelles la confrontation avec l’imagerie in vivo n’est pas force´ment prioritaire. La
reconstruction 3D et la mise en correspondance anatomo-fonctionnelle apportent en soi
un be´ne´fice d’e´tude en termes de recherche exploratoire et d’approche volumique.
1.6.2 E´tudes isole´es, cerveaux circonvolue´s, lien avec une
modalite´ in vivo
D’un autre coˆte´, nous trouvons les e´tudes biologiques mettant en jeu des animaux au
cerveau de taille plus importante comme les primates. Ces animaux sont plus proches de
l’Homme d’un point de vue de l’anatomie et du fonctionnement du cerveau, ils sont moins
nombreux dans les laboratoires, et les e´tudes les concernant comptent un nombre assez
re´duit d’animaux (de l’ordre d’une demi douzaine voire moins), elles sont moins courantes
et sont plus longues dans le temps (dure´e de l’ordre de l’anne´e). Le degre´ d’automatisa-
tion des traitements les concernant et le temps de traitement sont des parame`tres moins
importants que pour les e´tudes re´alise´es en grandes se´ries. Ces e´tudes se situent au niveau
pre´ clinique ge´ne´ralement.
La coupe est souvent re´alise´e au microtome, le cerveau de ces animaux est de taille
moyenne a` importante (supe´rieure a` 7 cm de longueur), il est souvent se´pare´ en blocs pour
des impe´ratifs de fixation et de coupe, il est tre`s circonvolue´. Les he´misphe`res se se´parent
sur un grand nombre de coupes, ce qui fait qu’un alignement classique ne convient pas
pour effectuer la reconstruction 3D. La courbure du cerveau est importante et la plupart
du temps, des imageries in vivo (IRM, TEP) sont re´alise´es en vue d’une confrontation avec
les coupes histologiques. Les diffe´rences d’intensite´ inter-coupes peuvent eˆtre importantes
et difficiles a` corriger compte-tenu du fait que la coloration est souvent re´alise´e en plu-
sieurs fois. La modalite´ photographique est particulie`rement inte´ressante pour guider la
correction des de´formations secondaires. Enfin, la correction des de´formations primaires
est ne´cessaire pour permettre la confrontation des informations obtenues post mortem
avec l’imagerie in vivo.
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1.6.3 Deux protocoles de´die´s
Il nous a donc paru utile de proposer des protocoles de reconstruction 3D a` partir
des coupes histologiques diffe´rents en fonction de l’espe`ce animale utilise´e et du type
d’e´tude. Le premier protocole de reconstruction 3D, appele´ protocole rongeurs et faisant
l’objet du chapitre 2, met l’accent sur l’automatisation, la rapidite´ et la robustesse de
traitement. La mise en correspondance avec une modalite´ in vivo n’est pas envisage´e. Le
second protocole, appele´ protocole primates et faisant l’objet du chapitre 3, met en
oeuvre une me´thodologie plus complexe adapte´e a` des donne´es plus complexes. La mise
en correspondance avec l’imagerie in vivo est re´alise´e.
Le tableau 1.1 synthe´tise les remarques de ce chapitre. Notons que ce tableau refle`te
des tendances ge´ne´rales et non des re`gles absolues. Notons e´galement que nous de´signons
par le terme rongeurs les rongeurs de laboratoire (principalement souris, rat dans nos
e´tudes), et par primates les primates de laboratoire (principalement macaques et ba-
bouins dans nos e´tudes). En effet, les genres rongeurs et primates de´signent des classes
beaucoup plus larges d’un point de vue strictement biologique. Les relations entre taille
du cerveau (petit/moyen a` grand), degre´ de circonvolution (lisse/plisse´) et genre (ron-
geur/primate) sont ge´ne´ralement ve´rifie´es mais ne constituent pas des re`gles absolues.
Des contre-exemples existent (gros rongeurs, tre`s petits primates) mais ces animaux sont
peu e´tudie´s en laboratoire et la cre´ation de protocoles mixtes le cas e´che´ant a` partir des
briques des deux protocoles pre´sente´s permet de faire face a` un tre`s grand nombre de
situations.
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Petits cerveaux (rongeurs) Gros cerveaux (primates)
Stade de l’e´tude fondamental pre´clinique
Appareil de coupe cryostat microtome
Se´paration he´misphe`res tre`s peu oui
Coupes histologiques
marque´es
oui oui
Autoradiographies oui possibles
Photographies du plan de
coupe
difficiles possibles
IRM post mortem possible possible
IRM in vivo encore rare courant
Autre imagerie in vivo
(TEP, diffusion, fMRI)
tre`s rare courant
Nombre d’animaux par
e´tude (ordre de grandeur)
environ 12 environ 6
Dure´e de l’e´tude biologique
totale
de l’ordre du mois de l’ordre de l’anne´e
Tab. 1.1 – Tableau de synthe`se des diffe´rences entre les e´tudes sur petits et gros animaux
menant a` la cre´ation de deux protocoles de traitement distincts.
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Chapitre 2
Protocole rongeurs
Dans cette partie, nous de´taillerons la notion d’exploitation conjointe de donne´es his-
tologiques anatomo-fonctionnelles en 3D chez le rongeur. Nous pre´sentons d’abord une
me´thode d’acquisition optimise´e qui, a` partir d’images de colonnes de coupes, ope`re une
individualisation puis re´alise un empilement des images de chaque coupe pour former
un volume par modalite´. Les coupes histologiques marque´es, qui repre´sentent la moda-
lite´ anatomique, sont aligne´es par transformation rigide. Une strate´gie de co-alignement
des coupes autoradiographiques sur les coupes anatomiques aligne´es est e´galement pro-
pose´e, qui pre´sente l’avantage de pouvoir superposer des re´gions d’inte´reˆts d’une moda-
lite´ a` l’autre. L’apport de la 3D est ensuite illustre´ dans une e´tude biologique concre`te
concernant l’inhibition du colliculus. L’automatisation des traitements dans le but d’une
utilisation plus syste´matique et a` grande e´chelle constitue le point clef de ce chapitre.
Acquisition par colonnes Acquisition par colonnes
Extraction des coupes Extraction des coupes
Alignement
Co−alignement
Conversion
Segmentation des ROIs
Sous région + symétrisation
Résultats
Données fonctionnellesDonnées anatomiques
Pré−traitements
Recalage
Analyse
Fig. 2.1 – Les principales e´tapes de ce chapitre.
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2.1 Construction des volumes tridimensionnels
2.1.1 Les donne´es
Ce chapitre va de´crire une me´thodologie ge´ne´rale de traitement automatique en 3
dimensions de coupes histologiques marque´es et de coupes autoradiographiques chez le
rongeur. L’automatisation du traitement impose certaines contraintes au niveau de l’ob-
tention des donne´es par rapport a` ce qui se fait classiquement en biologie : ces spe´cifications
seront pre´cise´es au fur et a` mesure.
Le projet colliculus
Pour plus de clarte´, l’ensemble des e´tapes me´thodologiques a` vocation ge´ne´rale pre´sen-
te´es dans ce chapitre seront illustre´es au fur et a` mesure par des re´sultats obtenus sur les
donne´es d’un projet particulier concernant l’e´tude des me´canismes d’activation au niveau
de la synapse chez le rat. Cette e´tude vient d’une volonte´ des chercheurs en biologie de
mieux comprendre les me´canismes qui sont a` l’origine des de´ficits e´nerge´tiques constate´s
dans les maladies neurode´ge´ne´ratives en ge´ne´ral, et dans la maladie d’Alzheimer en parti-
culier. Pour cela, l’e´tude pre´liminaire pre´sente´e dans ce chapitre doit eˆtre mise en place et
valide´e pour savoir s’il est possible de quantifier de fac¸on pre´cise une activation re´sultant
d’une stimulation spe´cifique.
L’e´tude porte sur 5 rats dont un oeil est masque´ servant de controˆle, et dont l’autre oeil
est stimule´ visuellement. L’analyse porte sur la re´gion du colliculus, qui est le principal
relais visuel, et ou` l’apport e´nerge´tique est suppose´ eˆtre le plus important.
Les rats sont soumis a` une stimulation visuelle pendant 1 heure sous forme d’un damier
tournant sur un e´cran. Juste avant la stimulation, du glucose marque´ (2DG) leur est
injecte´. Lors de la stimulation, l’activite´ neuronale au niveau du colliculus va augmenter.
Cette suractivite´ entraˆıne un aﬄux sanguin et une consommation de glucose accrue, qui
peut eˆtre de´tecte´e par traitement autoradiographique au C14 radioactif.
Apre`s la stimulation, les animaux sont sacrifie´s et leur cerveau est extrait. Il est de´coupe´
au cryostat en incidence coronale dans la re´gion du colliculus et les coupes successives sont
place´es directement sur des lames de verre. Pour faciliter l’automatisation des traitements,
les coupes sont regroupe´es sur les lames par paquets de n exactement : n vaut 6 dans notre
e´tude.
Autoradiographie
Ces coupes monte´es sont ensuite re´ve´le´es sur des films autoradiographiques qui vont
eˆtre impressionne´s par l’activite´ accumule´e dans chaque coupe apre`s la stimulation, telle
qu’elle e´tait au moment du sacrifice. Les lames de 6 coupes sont place´es re´gulie`rement en
colonnes sur un film au format A4 pour faciliter l’e´tape d’acquisition. La re´ve´lation dure
24 heures. La se´rie de coupes autoradiographiques ainsi cre´e´e va constituer la modalite´
fonctionnelle puisqu’elle rend compte de l’activite´ au sein de la coupe : elle repre´sente
l’e´quivalent post mortem de la modalite´ in vivo TEP FDG (Tomographie par E´mission
de Positons au FluoroDe´oxyGlucose).
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Marquage spe´cifique
Les meˆmes coupes sont ensuite marque´es au cre´syl violet, qui est un marqueur ana-
tomique des noyaux en rouge violet principalement. Ce jeu de coupes marque´es au cre´syl
violet va quant a` lui constituer la modalite´ anatomique qui peut eˆtre compare´e a` une IRM
T1, puisqu’elle permet de distinguer clairement les structures internes du cerveau.
Le fait d’utiliser les meˆmes coupes pour les deux modalite´s va faciliter leur mise en cor-
respondance. En effet, le recalage d’images comprend deux acceptations proches : mettre
en correspondance des structures analogues (meˆme objet physique) ou mettre en corres-
pondance des structures similaires (objets proches). Le premier cas est en ge´ne´ral plus
favorable.
Acquisition globale
Les deux jeux de coupes sont acquis par transmission sur un scanner a` plat a` une re´so-
lution suffisante pour pouvoir distinguer clairement les principales structures du cerveau.
Dans notre e´tude portant sur des cerveaux de rat, nous avons choisi une re´solution de
600dpi : pour les e´tudes sur cerveaux de souris, une acquisition a` 1200dpi est plus adap-
te´e. Pour faciliter et acce´le´rer la re´alisation de cette acquisition au scanner, les coupes
sont acquises par colonne de lames sur la hauteur du champ de vue du scanner (voir
Figure 2.2). Ainsi pour 150 coupes environ, 5 ou 6 colonnes sont ne´cessaires seulement
pour chaque modalite´.
A cette e´tape, nous disposons donc d’images nume´rise´es de colonnes de lames de 6
coupes autoradiographiques d’une part et de coupes marque´es au cre´syl violet d’autre
part couvrant la re´gion du colliculus.
2.1.2 Extraction des coupes
Nous allons de´crire a` pre´sent comment nous passons automatiquement de l’image
nume´rise´e d’une colonne de lames de 6 coupes a` un volume de coupes dans l’ordre dans
lequel elles ont e´te´ obtenues initialement au cryostat. Cette e´tape se de´roule de la meˆme
fac¸on pour les coupes autoradiographiques et pour les coupes marque´es au cre´syl violet a`
quelques de´tails pre`s, donc nous aborderons ce proble`me de fac¸on ge´ne´rale.
Binarisation
La premie`re e´tape consiste a` analyser l’histogramme de chaque colonne pour seuiller
l’image de fac¸on a` diffe´rencier les coupes du fond de l’image. L’analyse se doit d’eˆtre rela-
tivement robuste car des artefacts comme le verre des lames cre´ent des pics perturbateurs.
L’histogramme est lisse´ successivement par un filtre gaussien et la trajectoire de chaque
maximum est suivie le long de l’espace d’e´chelle. Les 2 pics qui survivent le plus longtemps
correspondent au fond et aux coupes (voir Figure 2.3). La valeur moyenne entre ces 2
modes est utilise´e pour seuiller l’image et ne garder que la re´gion d’inte´reˆt des coupes
dans une image binaire (voir Figure 2.4 a) ). On pourra se reporter a` la partie 3.3.2 du
chapitre 3 pour plus de de´tails sur l’analyse d’histogrammes. Les histogrammes peuvent
varier le´ge`rement en fonction du type de donne´es acquises (apparition de pics supple´-
mentaires correspondant a` des bords de lames par exemple) : il est possible d’adapter la
me´thode a` des donne´es particulie`res en spe´cifiant le pic d’inte´reˆt.
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(a) (b)
Fig. 2.2 – Une colonne de lames de 6 coupes autoradiographiques (a) et les meˆmes coupes
colore´es au cre´syl violet (b) scanne´es a` 600dpi par transmission.
Individualisation et nume´rotation
Apre`s une le´ge`re e´rosion, de cette image binaire, les composantes connexes principales
(au-dessus d’une taille minimale) sont extraites. Cette ope´ration a pour conse´quence d’as-
signer a` chaque coupe un niveau de gris diffe´rent, mais dans un ordre pseudo-ale´atoire
(par ordre de taille croissante ge´ne´ralement). Il faut donc re´tablir l’ordre de coupe initial.
Les lames sont ordonne´es de haut en bas et sur chaque lame, les coupes sont range´es par
colonne (3 colonnes de 2 coupes). Un score est calcule´ de la fac¸on suivante : on parcourt
successivement toutes les lignes horizontales voxel par voxel en partant du coin supe´rieur
gauche et on assigne un score a` la ligne. Deux e´tats possibles se pre´sentent sur ce parcours :
une composante connexe est rencontre´e ou non. A chaque nouvelle composante connexe
rencontre´e, le score de la ligne est incre´mente´ (voir Figure 2.4 b) ). Graˆce a` ce score, il
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Pic des coupes
Pic du fond
Seuil
Fig. 2.3 – L’histogramme correspondant a` la figure 2.2(a) a` partir duquel est de´duite la
valeur du seuil pour la binarisation.
est aise´ de nume´roter les coupes dans l’ordre croissant de gauche a` droite et de haut en
bas en fonction de la position de leur centre de gravite´, puis de re´tablir la nume´rotation
spe´cifique par lame modulo 6 organise´e de la fac¸on suivante :
1 3 5
2 4 6
Cet ordre, qui n’est pas l’ordre classique de lecture, est choisi pour des raisons pratiques
de de´poˆt de coupe sur la lame au cryostat. Le nombre de coupes par lame ainsi que leur
disposition sont des parame`tres adaptables a` chaque type de donne´es. La Figure 2.4 c)
illustre cette e´tape de nume´rotation.
Extraction et empilement
Une boˆıte englobante rectangulaire base´e sur les plus grandes dimensions en X (hori-
zontale) et en Y (verticale) est cre´e´e autour de chaque composante connexe renume´rote´e
(voir Figure 2.4 d) ). Chaque coupe peut ainsi eˆtre extraite dans une image de taille
constante, puis l’ensemble de ces images sont concate´ne´es pour former un volume. La boˆıte
englobante e´tant centre´e autour du centre de gravite´ de chaque coupe, la concate´nation
ope`re une initialisation d’alignement par la meˆme occasion : ce centrage revient a` l’ap-
plication d’une simple translation alignant les centres de gravite´ des coupes. Le recalage
coupe a` coupe reste cependant a` perfectionner. L’ensemble de ces e´tapes sont illustre´es
par la Figure 2.4.
2.2 Alignement des coupes
Cette partie de´crit la strate´gie suivie pour transformer les empilements de coupes 2D
pre´ce´demment obtenus en volumes spatialement cohe´rents, et donc observables sous une
incidence quelconque.
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Fig. 2.4 – L’image binarise´e correspondant a` la figure 2.2(a) graˆce au seuil de´duit de
l’analyse d’histogramme (voir Figure 2.3). Apre`s une e´rosion morphologique, les masses
connexes sont extraites se´parant les coupes dans le de´sordre et un calcul de score par ligne
est re´alise´ (b). Ce score permet de nume´roter les coupes dans l’ordre de coupe initial (c),
et une boˆıte englobante centre´e autour du centre de gravite´ de chaque coupe permet de les
extraire individuellement (d).
2.2.1 Alignement des coupes histologiques marque´es
Le choix anatomique
Nous commenc¸ons par aligner les coupes histologiques marque´es au cre´syl violet, autre-
ment dit la modalite´ dite anatomique. En effet, c’est sur cette modalite´ que les structures
anatomiques internes du cerveau sont le mieux visibles. L’objectif de l’alignement est
de retrouver une ge´ome´trie proche de la ge´ome´trie originale avant la coupe du cerveau
pour recouvrer la cohe´rence tridimensionnelle perdue. Pour cela, l’information contenue
dans cette modalite´ est la plus pertinente pour cet objectif car elle permet la mise en
correspondance de structures anatomiques similaires d’une coupe a` l’autre.
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Un alignement rigide par propagation
Pour cette e´tude, nous ne disposons pas d’imagerie in vivo, ou de photographies du
bloc cerveau pendant la coupe, qui servirait de re´fe´rence en termes de ge´ome´trie pour
l’alignement. C’est d’ailleurs ge´ne´ralement le cas pour les e´tudes concernant les rongeurs
compte-tenu de la difficulte´ d’obtenir une imagerie in vivo de re´solution suffisante, ou la
difficulte´ de prise de photographies sur cryostat (voir chapitre 1). Nous proce´dons donc
a` un recalage coupe a` coupe qui est propage´ a` l’ensemble du volume en choisissant une
coupe de re´fe´rence.
En ce qui concerne la transformation, notre choix s’est porte´ sur un recalage par
transformation rigide entre chaque coupe. En effet, ce type de recalage est classique et
robuste. Il est bien adapte´ pour des coupes de cerveaux de rat coupe´es au cryostat car
une transformation rigide suffit a` superposer correctement une coupe sur la suivante. Les
transformations affines avec davantage de degre´s de liberte´ (cisaillement, e´chelle) peuvent
s’ave´rer risque´es en raison de la propagation abusive de correction (tendance a` rendre
cylindrique ce qui ne l’est pas force´ment). Les transformations non line´aires pre´sentent les
meˆmes inconve´nients sans que l’apport en termes de mise en correspondance ne justifie
de fac¸on e´vidente cette difficulte´.
La mise en correspondance de blocs
Pour aligner le volume global, chaque coupe est recale´e avec la coupe pre´ce´dente. La
transformation rigide est estime´e graˆce a` une me´thode base´e sur la mise en correspondance
de blocs et utilisant le coefficient de corre´lation comme crite`re de similarite´ local comme
de´crit dans [ORS+01]. Cette me´thode est particulie`rement efficace pour le recalage affine
de coupes histologiques en particulier graˆce a` la robustesse de son estimation, base´e sur
le principe des moindres carre´s trie´s (voir Annexe A pour plus de de´tails sur la me´thode
utilise´e). Une coupe particulie`re est choisie comme re´fe´rence : il convient de se´lectionner
pour cela une coupe de bonne qualite´, horizontale et situe´e a` peu pre`s au centre de l’image
et au centre du volume. La transformation entre chaque coupe et la coupe de re´fe´rence
est ensuite calcule´e par composition des transformations successives, d’ou` l’inte´reˆt de
choisir comme re´fe´rence une coupe qui limite le nombre de compositions dans les 2 sens.
Cette transformation compose´e est utilise´e pour re´e´chantillonner une seule fois l’image
de chaque coupe et constituer un volume anatomique spatialement cohe´rent (voir Figure
2.5). La composition des transformations peut occasionner la propagation d’une erreur de
recalage. Cependant, compte tenu du tre`s faible pourcentage d’erreurs de cette me´thode
particulie`re sur des jeux de coupes de qualite´ correcte, et en cas d’absence de modalite´ de
re´fe´rence ge´ome´trique, cette fac¸on d’ope´rer reste la plus efficace. Dans le cas rare d’erreur
de recalage entre deux coupes, il suffit de recalculer le recalage ayant e´choue´ seulement,
en affinant les parame`tres, puis de recomposer les transformations a` partir de la coupe
conside´re´e.
2.2.2 Co-alignement des coupes autoradiographiques
Nous allons nous inte´resser a` pre´sent a` la reconstruction 3D du volume fonctionnel
constitue´ des coupes d’autoradiographie.
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Fig. 2.5 – Vue du volume anatomique cre´syl violet aligne´ en incidence initiale de coupe
coronale (a), puis en incidence virtuelle axiale (b) et sagittale (c). Seule la partie du
cerveau correspondant a` la re´gion du colliculus a e´te´ traite´e.
Absence de re´fe´rence ge´ome´trique
En l’absence de re´fe´rence ge´ome´trique, l’alignement d’une se´rie de coupes 2D par pro-
pagation ne refle`te pas exactement la ge´ome´trie du cerveau dans sa configuration in vivo.
En effet, l’information de courbure du cerveau perpendiculairement au plan de coupe
semble se perdre dans la discre´tisation 2D. Cela entraˆıne une reconstruction ”plate” du
cerveau : c’est le ”proble`me de la banane”de´crit par [MBNV04] (tendance de la reconstruc-
tion sans re´fe´rence ge´ome´trique 3D a` reconstruire une banane en cylindre). De plus, tout
e´cart du plan de coupe par rapport au plan coronal the´orique (perpendiculaire au plan
me´dian sagittal) a tendance a` entraˆıner une le´ge`re de´formation assimilable a` un cisaille-
ment tridimensionnel. Enfin, le re´sultat final d’une reconstruction 3D par propagation va
de´pendre fortement de la me´thode utilise´e mais e´galement de la modalite´, c’est-a`-dire de
l’information disponible dans les coupes. En effet, la me´thode de mise en correspondance
utilise´e se base sur l’image entie`re pour estimer la transformation, et non pas seulement
sur les contours.
Comme la mise en correspondance avec une modalite´ in vivo n’est pas re´alise´e, ce
proble`me en soi ne serait pas vraiment geˆnant si l’on ne s’inte´ressait uniquement qu’a`
une seule modalite´. Mais le but de l’e´tude est l’exploitation conjointe de donne´es histo-
logiques anatomo-fonctionnelles et donc cette variabilite´ pose proble`me. En effet, meˆme
en prenant la meˆme coupe de re´fe´rence et sachant qu’il s’agit exactement des meˆmes
coupes physiques, l’alignement inde´pendant des coupes autoradiographiques ne donnera
pas le meˆme re´sultat que l’alignement des coupes marque´es au cre´syl violet. Re´utiliser
pour reconstruire le volume fonctionnel les meˆmes transformations que celles calcule´es
pour le volume anatomique n’est pas non plus possible. En effet, meˆme si ce sont les
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meˆmes coupes physiques, les coupes autoradiographiques ne sont pas extraites dans la
meˆme configuration que les coupes d’histologie marque´e.
L’anatomie comme re´fe´rence
Pour pallier cette difficulte´, nous optons pour une strate´gie le´ge`rement diffe´rente de
celle de´crite pre´ce´demment pour reconstruire le volume de coupes autoradiographiques.
Nous allons proce´der au co-alignement des coupes autoradiographiques avec les coupes
histologiques marque´es. c’est-a`-dire que le volume aligne´ de coupes histologiques marque´es
va servir de re´fe´rence, et chaque coupe autoradiographique va eˆtre directement recale´e sur
la coupe anatomique aligne´e correspondante, qui est en fait la meˆme coupe physique.
De cette fac¸on, le volume autoradiographique obtenu est directement aligne´ puisqu’il
est rendu semblable a` un volume cohe´rent de re´fe´rence. Cette me´thode de co-alignement
donne des re´sultats de mise en correspondance anatomo-fonctionnelle beaucoup plus pre´cis
qu’un alignement inde´pendant des coupes autoradiographiques suivi d’un recalage 3D des
volumes anatomiques et fonctionnels.
En effet, comme les meˆmes biais de recalage de´crits ci-dessus sont reporte´s, la ge´ome´trie
tridimensionnelle pour les deux volumes est la meˆme d’une part, mais cette me´thode offre
de surcroˆıt une superposition anatomo-fonctionnelle optimale coupe a` coupe (voir Figure
2.6). Ce dernier point est particulie`rement inte´ressant pour l’analyse des donne´es comme
nous allons le voir dans la partie suivante.
Pre´cision du recalage
En ce qui concerne la pre´cision des recalages effectue´s pour l’alignement et le coali-
gnement, ce sont des recalages rigides re´alise´s par la me´thode de mise en correspondance
de blocs utilisant le coefficient de corre´lation comme mesure de similarite´. Il a e´te´ montre´
dans [Our02] que la pre´cision de recalage rigide de coupes histologiques de cette me´thode
e´tait subvoxelique pour la translation et commettait jusqu’a` un angle de 28 degre´s une
erreur en rotation quasi-nulle. Cet algorithme graˆce a` son analyse locale et aux estima-
teurs robustes est particulie`rement bien adapte´ au recalage de coupes histologiques avec
des diffe´rences anatomiques locales. Nous avons retrouve´ avec notre imple´mentation de
la me´thode sur des donne´es simule´es (translation et rotation connue) une pre´cision e´qui-
valente. Il reste cependant de´licat de tirer des conclusions quantitatives sur des donne´es
pour lesquelles il n’existe pas re´ellement de transformation ide´ale, comme deux coupes
successives de cerveau (cas de l’alignement), ou la meˆme coupe repre´sente´e sous deux mo-
dalite´s diffe´rentes (cas du coalignement). L’examen visuel quantitatif par fusion de l’image
de re´fe´rence et de l’image recale´e reste la solution la plus efficace, bien que peu objective.
2.3 Analyse 3D des donne´es post mortem
Nous avons obtenu graˆce aux traitements pre´ce´dents un volume anatomique et un vo-
lume fonctionnel aligne´s et recale´s entre eux. Nous proposons a` pre´sent une me´thodologie
d’analyse de porte´e ge´ne´rale tirant profit de ces traitements.
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Fig. 2.6 – Vue du volume fonctionnel autoradiographique coaligne´ respectivement seul et
en fusion avec le volume anatomique aligne´ (autoradiographies en fausses couleurs bleute´es
en fusion) en incidence initiale de coupe coronale (a) et (d), puis en incidence virtuelle
axiale (b) et (e) puis sagittale (c) et (f). Seule la partie du cerveau correspondant a` la
re´gion du colliculus a e´te´ traite´e.
2.3.1 Conversion de l’image fonctionnelle
Afin de pouvoir analyser correctement les donne´es d’autoradiographie, il est ne´cessaire
avant tout de convertir les niveaux de gris, directement lie´s a` la densite´ optique des tissus,
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en parame`tres physiologiques, a` savoir la consommation de glucose qui est de´duite de
l’activite´ radioactive.
Relation densite´ optique - activite´
L’activite´, exprime´e en nCi/g, est lie´e empiriquement a` la densite´ optique par une re-
lation polynomiale d’ordre 4. Graˆce a` des standards d’activite´ pre´sents sur le film scanne´
(voir Figure 2.7 (a) ), nous e´valuons automatiquement le meilleur polynoˆme d’interpo-
lation aux moindres carre´s de la fac¸on suivante.
Notons mi, 1 ≤ i ≤ n les moyennes des niveaux de gris dans chacun des n standards
(n=16 dans notre cas), et A la matrice des puissances de mi de dimensions m × p, ou` p
est le degre´ du polynoˆme plus 1 (p=5 dans notre cas) et de terme ge´ne´ral ai,j = m
j−1
i
(matrice de Vandermonde non carre´e).
Notons encore b le vecteur de taille n, de terme ge´ne´ral bi correspondant a` l’activite´
connue de chaque standard. Si l’on de´signe par x le vecteur colonne de taille p, de terme
ge´ne´ral xj repre´sentant les coefficients du polynoˆme P de degre´ 4, on cherche a` re´soudre
l’e´quation :
Ax = b
en minimisant l’e´cart quadratique ‖Ax−b‖2. La solution est fournie en utilisant la pseudo
inverse de A par :
x = (ATA)−1AT b
Si A est de rang r < p, (ATA) n’est pas inversible mais il est possible de ne garder que
les r valeurs singulie`res non nulles pour constituer une matrice de taille r× r inversible et
proposer une solution dans tous les cas. Le polynoˆme P trouve´ est tel que :
∀m ∈ <, P (m) =
p∑
j=1
xjm
j−1
Il permet la conversion de l’image en activite´ (voir Figure 2.7 (b) ).
Consommation de glucose
Il existe ensuite une relation line´aire sous certaines conditions respecte´es dans cette
e´tude, dont les coefficients sont de´termine´s par l’e´quation de [Sok80] graˆce aux pre´le`ve-
ments effectue´s pendant l’expe´rience, qui permet de passer de l’activite´ a` la consommation
de glucose (voir Figure 2.7 (c) ). Cette conversion est indispensable pour comparer les
animaux entre eux ou pour confronter les re´sultats avec d’e´ventuelles e´tudes re´alise´es en
microTEP par exemple. Apre`s cette e´tape de conversion des images fonctionnelles, nous
pouvons proposer une me´thodologie d’analyse tridimensionnelle de donne´es histologiques.
2.3.2 Segmentation manuelle des structures d’inte´reˆt
La premie`re e´tape de l’analyse consiste en la segmentation manuelle par un expert en
biologie des structures d’inte´reˆt. Cette de´marche est tre`s ge´ne´rale lorsqu’il s’agit de traiter
des donne´es fonctionnelles, meˆme in vivo.
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Fig. 2.7 – Les standards d’activite´s avec la re´gion d’inte´reˆt pour le calcul de la moyenne
du niveau de gris (a), le polynoˆme de degre´ 4 de conversion entre densite´ optique (×100)
et activite´ (nCi/g) (b) et une image autoradiographique convertie en consommation de
glucose (c).
Dans l’e´tude particulie`re qui illustre ce chapitre a` porte´e ge´ne´rale, les structures d’in-
te´reˆt sont les colliculi supe´rieurs. Cette re´gion anatomique pre´cise constitue le principal
relais visuel et c’est ici que la diffe´rence d’activite´ entre le colliculus active´ et le colliculus
controˆle (correspondant a` l’oeil masque´) doit eˆtre particulie`rement flagrante.
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L’objectivite´ anatomique
De fac¸on a` rendre l’e´tude la plus objective possible, la segmentation est re´alise´e sur
la modalite´ anatomique, insensible a` la stimulation (voir Figure 2.8 (a) ). Cette seg-
mentation est manuelle car elle demande un degre´ d’expertise important tre`s difficilement
automatisable : les re´gions d’inte´reˆt sont conside´re´es comme des donne´es. Elle est re´alise´e
sous le module de re´gion d’inte´reˆt du visualiseur d’images Anatomist ([RRC+03]). Le vo-
lume anatomique sur lequel la segmentation est effectue´e est spatialement cohe´rent graˆce
a` la reconstruction 3D re´alise´e au de´but de ce protocole. Cela implique que l’ensemble
des re´gions de´limite´es dans le plan de coupe forment au final une grande re´gion tridi-
mensionnelle cohe´rente. Cela permet d’appre´hender la forme du colliculus dans l’espace
et d’aborder des questions morphome´triques (voir Figure 2.8 (b) ).
L’information fonctionnelle
La modalite´ fonctionnelle contient l’information inte´ressante de l’expe´rience de sti-
mulation, a` savoir le degre´ d’activation dans les re´gions d’inte´reˆt. Un autre avantage du
protocole rongeurs re´side dans le fait que, du fait du recalage coupe a` coupe des volumes
anatomique et fonctionnel entre eux, les re´gions obtenues sont directement applicables
sur le volume fonctionnel (voir Figure 2.8 (c) ). Ainsi, l’activite´ moyenne dans chaque
colliculus peut eˆtre quantifie´e et compare´e pour e´valuer l’importance de l’activation de
manie`re globale.
2.3.3 Apports supple´mentaires de la 3D
Les e´tapes suivantes, bien que ge´ne´ralisables, concernent notre e´tude particulie`re.
Le colliculus supe´rieur correspond a` la re´gion anatomique globale dans laquelle une
activation est attendue lors d’une stimulation visuelle quelconque. Cependant, des zones
spe´cifiques plus re´duites au sein du colliculus supe´rieur sont spe´cifiquement active´es lors
d’une stimulation visuelle particulie`re comme celle de cette e´tude.
Sous-re´gion active´e
Il apparaˆıt effectivement une sous-re´gion de la re´gion d’inte´reˆt globale spe´cifiquement
active´e sur la coupe axiale fonctionnelle du volume reconstruit de la Figure 2.9 (a) ). Pour
parvenir a` l’extraire, nous proce´dons de la fac¸on suivante : sur le colliculus controˆle que
l’on suppose eˆtre a` l’e´tat basal, l’activite´ moyenne m et l’e´cart type associe´ σ sont estime´s.
Partant d’une re`gle couramment utilise´e par les chercheurs en biologie, nous de´finissons
dans le colliculus correspondant a` l’oeil non masque´ la zone significativement active´e
durant cette stimulation comme l’ensemble des voxels dont l’activite´ est supe´rieure a`
m+2σ. La re´gion obtenue est re´gularise´e par des ope´rations de morphologie mathe´matique
(ouverture) et seule la composante connexe la plus importante est conserve´e.
Sous-re´gion analogue par syme´trisation
Pour obtenir la re´gion la plus similaire dans le colliculus controˆle, nous ”retournons” le
colliculus active´ en ope´rant une syme´trie planaire par rapport au plan se´parant l’image en
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Fig. 2.8 – La segmentation manuelle du colliculus supe´rieur re´alise´e sur les coupes mar-
que´es au cre´syl violet (a), la cohe´rence tridimensionnelle de la segmentation graˆce a` l’ali-
gnement pre´alable du volume anatomique (coupe incline´e semi transparente en (b) ) et le
report direct de la segmentation sur les coupes autoradiographiques converties en consom-
mation de glucose en fausses couleurs arc en ciel (c). La suractivation du colliculus cor-
respondant a` l’oeil non bande´ stimule´ est visible a` droite.
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deux parties e´gales (x = dimX/2). Cette ope´ration permet de changer la chiralite´ du colli-
culus active´ par effet miroir, c’est-a`-dire de le retourner de telle manie`re qu’il ait l’aspect
du colliculus contro-late´ral controˆle. Le colliculus ainsi retourne´ est ensuite recale´ rigide-
ment en 3D avec le colliculus controˆle, ce qui permet de de´finir dans ce dernier une re´gion
syme´trique de la re´gion obtenue pre´ce´demment (voir travaux de [POA02] concernant la re-
cherche du plan me´dian sagittal). Les deux re´gions obtenues de cette fac¸on correspondent
a priori a` la meˆme zone spe´cifique des neurones potentiellement active´s dans chaque col-
liculus au cours de la stimulation visuelle particulie`re subie (e´cran en rotation). Ces deux
sous-re´gions sont pre´sente´es en Figure 2.9 b) et c). La technique de´crite revient en fait
a` de´terminer le plan inter-he´misphe´rique puis a` effectuer une syme´trie axiale par rapport
a` ce plan.
2.4 Re´sultats quantitatifs
L’ensemble des traitements du protocole rongeurs pre´sente´ dans ce chapitre ont e´te´
mene´s avec succe`s sur les 5 rats de l’e´tude portant sur le colliculus fournissant un ensemble
de re´sultats pre´sente´s ci dessous.
2.4.1 Re´sultats morphome´triques
La segmentation re´alise´e sur la reconstruction 3D anatomique ainsi que la de´finition
de la sous-re´gion active´e et de sa syme´trique re´alise´e sur le volume fonctionnel permettent
d’acce´der a` des parame`tres sur le volume et la forme des re´gions d’inte´reˆt qui sont rassem-
ble´s dans le Tableau 2.1. Les volumes sont calcule´s en de´nombrant les voxels constituant
une re´gion, connaissant les dimensions d’un voxel. Les formes sont appre´cie´es visuellement.
Ce tableau pre´sente deux types de re´sultats : des re´sultats morphome´triques purement
anatomiques concernant le volume de la re´gion du colliculus d’une part, et des re´sul-
tats morphome´triques concernant la taille de l’activation. Concernant les re´sultats anato-
miques, notons que les volumes des colliculus droit et gauche sont proches, ce qui confirme
la relative syme´trie de cette structure. Les valeurs pour tous les rats sont assez proches,
ce qui est logique e´tant donne´ que les animaux sont choisis tre`s semblables. Concernant
les volumes d’activation, notons qu’ils varient sensiblement entre les diffe´rents rats. Les
volumes des zones d’activation droite et gauche ne sont pas exactement identiques, bien
qu’elles soient obtenues par syme´trie l’une de l’autre, du fait du re´e´chantillonnage d’une
part, et du fait du masquage de la zone d’activation par la re´gion du colliculus d’autre
part. En effet, la zone d’activation syme´trise´e peut de´passer du colliculus dans certains
cas, car les colliculus ne sont pas rigoureusement syme´triques.
2.4.2 Re´sultats sur la consommation de glucose
Les mesures ont e´te´ re´alise´es dans les diffe´rentes re´gions sur la modalite´ fonctionnelle
permettant d’obtenir les re´sultats pre´sente´s dans le Tableau 2.2. Ces re´sultats sont as-
sez stables d’un animal a` l’autre. Les diffe´rences d’activation entre les colliculus droit
et gauche ne semblent pas ressortir de fac¸on e´vidente, alors qu’elles semblent beaucoup
plus marque´es entre les zones d’activation droite et gauche extraites. C’est ce que nous
confirment les ratios calcule´s ci-dessous.
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(a)
(b) (c)
Fig. 2.9 – Sur le rendu volumique du cerveau tronque´ au niveau du colliculus (texture
exte´rieure : cre´syl violet, texture du plan tronque´ : autoradiographie en fausses couleurs
arc en ciel), la zone d’activation significative (fle´che´e) correspondant a` la stimulation est
bien visible (a). A l’inte´rieur du rendu tridimensionnel de la re´gion segmente´e du colliculus
supe´rieur (en gris semi-transparent), cette zone d’activation significative est extraite (en
rouge), et syme´trise´e automatiquement dans le colliculus contro-late´ral (en vert) (b). Les
meˆmes re´gions replace´es a` l’inte´rieur du rendu volumique global de la partie du cerveau
traite´e (c).
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Volume CS
gauche
(mm3)
Volume CS
droit (mm3)
Volume zone
d’activation
gauche
(mm3)
Volume zone
d’activation
droite (mm3)
Rat 1 4.19 4.16 0.47 0.51
Rat 2 3.54 3.47 0.56 0.57
Rat 3 3.39 3.72 0.22 0.37
Rat 4 3.66 3.88 0.10 0.11
Rat 5 3.29 3.31 0.28 0.33
Moyenne 3.62 3.71 0.33 0.38
E´cart type 0.35 0.34 0.19 0.18
Tab. 2.1 – Tableau repre´sentant le volume des colliculus supe´rieurs (CS) droit et gauche
ainsi que le volume des zones droite et gauche extraites correspondant a` la stimulation.
Consommation
de glucose CS
gauche
(µmol/100g/min)
Consommation
de glucose CS
droit
(µmol/100g/min)
Consommation
de glucose
zone
d’activation
gauche
(µmol/100g/min)
Consommation
de glucose
zone
d’activation
droite
(µmol/100g/min)
Rat 1 120.37 119.58 126.48 162.49
Rat 2 105.44 109.68 112.53 149.68
Rat 3 114.01 107.10 127.49 157.52
Rat 4 102.58 102.93 117.59 154.12
Rat 5 132.59 133.73 147.08 172.42
Moyenne 115.00 114.60 126.23 159.24
E´cart type 12.09 12.32 13.22 8.73
Tab. 2.2 – Tableau repre´sentant la consommation de glucose des colliculus supe´rieurs
(CS) droit et gauche ainsi que des zones droite et gauche extraites correspondant a` la
stimulation.
2.4.3 Ratio d’activation
Le Tableau 2.3 enfin pre´sente le rapport entre l’activite´ du colliculus correspondant
a` l’oeil vigile et l’activite´ du colliculus correspondant a` l’oeil masque´, ainsi que le rapport
entre l’activite´ de la sous-re´gion active´e du colliculus droit par rapport a` l’activite´ de la
sous-re´gion syme´trique. Comme on peut le voir dans ce tableau, l’activation spe´cifique
moyenne lie´e a` la stimulation visuelle de notre e´tude est de l’ordre de 26%.
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Ratio (%) d’activation du
CS droit par rapport au CS
gauche
Ratio (%) d’activation de
la zone extraite du CS
droit par rapport a` celle du
CS gauche
Rat 1 -0.66 28.47
Rat 2 4.02 33.02
Rat 3 -6.06 23.56
Rat 4 0.34 31.06
Rat 5 0.86 17.22
Moyenne -0.36 26.67
E´cart type 3.65 3.18
Tab. 2.3 – Tableau final repre´sentant le pourcentage d’activation du CS droit par rapport
au CS gauche ainsi que celui de la zone extraite du colliculus correspondant a` l’oeil non
masque´ par rapport a` la zone controˆle syme´trise´e dans le colliculus correspondant a` l’oeil
masque´ (les valeurs ne´gatives indiquent une inactivation). Le ratio d’activation moyen
(en gras) est de l’ordre de 26%.
2.5 Discussion
2.5.1 Un protocole automatise´
Le protocole pre´sente´ dans cette partie a donc permis de mettre en place et de vali-
der un mode`le d’activation d’une re´gion en proposant des me´thodes de quantification et
d’analyse tridimensionnelle pre´cises et novatrices. Des re´sultats tant morphome´triques que
fonctionnels ont pu eˆtre obtenus graˆce a` ce protocole. Il a donne´ lieu aux communications
[DDH+05b] et [DDH+05a].
Brainvisa
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, l’obtention des volumes anatomiques et fonc-
tionnels recale´s est re´alise´e de fac¸on automatique en partant des images de colonnes de
lames brutes sortant du scanner. Seule l’e´tape de segmentation des colliculus sur la mo-
dalite´ anatomique est manuelle, le reste des traitement est automatique et inde´pendant
de l’ope´rateur, ce qui assure la reproductibilite´ et l’objectivite´ des re´sultats.
Cette automatisation laisse envisager un traitement en se´rie d’une population corres-
pondant a` une e´tude. Pour un traitement facilite´ et une utilisation par les spe´cialistes
en traitement d’images mais e´galement par les chercheurs en biologie, il est ne´cessaire de
rechercher une solution permettant de lancer un ensemble de traitements de fac¸on aise´e
et conviviale. Le logiciel Brainvisa re´pond a` ces attentes.
Brainvisa est une plateforme de traitement d’images ([CMG+01]) libre. Une interface
graphique permet a` un utilisateur non expert de lancer des chaˆınes de traitement sur des
se´ries d’images. Ces traitements sont re´alise´s via des appels a` des briques logicielles qui
sont enchaˆıne´es a` la suite automatiquement pour re´aliser une taˆche globale.
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Portage
Des essais de portage sur Brainvisa des commandes de´crites dans ce chapitre ont e´te´
re´alise´s, visant a` automatiser l’analyse conjointe tridimensionnelle d’images anatomiques
et fonctionnelles de coupes de rat. Les premiers re´sultats sont tre`s encourageants. Une
se´rie de tests sur de grandes bases de donne´es sont ne´cessaires pour ve´rifier et ame´liorer la
robustesse de la chaˆıne de traitements, de fac¸on a` ce qu’elle puisse s’adapter au plus grand
nombre de types de donne´es possible. A terme, l’outil sera propose´ a` des communaute´s
de biologistes de plus en plus larges dans le but de vulgariser l’e´tude tridimensionnelle
des coupes histologiques qui ne sont pour le moment pas exploite´es au maximum. Des
analyses 3D conjointes de donne´es anatomiques et fonctionnelles post mortem sont ainsi
envisageables en se´ries a` moyen terme.
2.5.2 Une analyse nouvelle
L’extraction de la sous-re´gion d’activite´ significative dans le colliculus active´, connexe
et conforme a` ce qu’une analyse coupe a` coupe laisse visuellement envisager sans pouvoir
le visualiser, est rendu possible uniquement graˆce a` l’e´tude tridimensionnelle.
La de´finition ensuite d’une sous-re´gion syme´trise´e non pas coupe a` coupe, mais en 3
dimensions, permettant de s’affranchir des de´fauts d’orthogonalite´ du plan de coupe par
rapport a` l’axe ante´ro-poste´rieur du cerveau, n’est re´alisable que graˆce a` la reconstruction
tridimensionnelle (voir Figure 2.9 (c) ).
Nous sommes parvenus a` de´tecter clairement des diffe´rences d’activation entre la sous-
re´gion extraite du colliculus supe´rieur droit et la sous-re´gion syme´trique du colliculus
supe´rieur gauche non de´tectables en conside´rant les re´gions entie`res (voir Tableau 2.3).
2.5.3 Des applications prometteuses
Cette e´tude sert d’expe´rience de re´fe´rence pour d’autres e´tudes dont le but sera d’esti-
mer l’effet de la perturbation de la production de certains neurotransmetteurs sur l’acti-
vation au niveau de la synapse. Ces perturbations reproduisent des me´canismes suppose´s
intervenir dans les maladies neurode´ge´ne´ratives comme la maladie d’Alzheimer. La vali-
dation ou l’infirmation de ces hypothe`ses augmente la connaissance de la maladie rendant
ainsi possible la mise en place de nouvelles strate´gies the´rapeutiques.
La mise en place de techniques permettant de de´tecter des diffe´rences fines d’activation
est tre`s importante. En effet, la plupart des maladies neurode´ge´ne´ratives se manifestent
par des de´ficits e´nerge´tiques et donc des activations diminue´es. Des me´canismes compen-
satoires se mettent en place dans le cerveau cependant, masquant jusqu’a` des stades tre`s
avance´s la maladie d’un point de vue comportemental, mais e´galement d’un point de vue
de l’imagerie au repos.
Il est possible de de´tecter par l’imagerie fonctionnelle plus finement et donc plus pre´-
cocement un de´but de de´ge´ne´rescence sur des images rendant compte d’une stimulation
plutoˆt que repre´sentant simplement l’activite´ basale. E´tant donne´ qu’a` l’heure actuelle, la
plupart des traitements des maladies neurode´ge´ne´ratives stabilisent seulement l’e´tat du
patient, on comprend l’inte´reˆt de pouvoir de´tecter des diffe´rences faibles d’activite´ pour
de´celer le plus toˆt possible une anomalie.
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Chapitre 3
Protocole Primates
Ce chapitre est de´die´ a` la description d’un protocole de mise en correspondance de
coupes histologiques avec l’imagerie in vivo adapte´ aux cerveaux de primates. Ce protocole
consiste a` reconstruire un volume 3D a` partir de coupes histologiques 2D en se basant
sur des photographies acquises lors de la coupe. Le volume histologique obtenu est en-
suite corrige´ des diffe´rences d’intensite´ inter-coupes et enfin est recale´ avec l’IRM in vivo
par de´formation e´lastique. Ce protocole, applique´ a` 2 babouins et un macaque, est utilise´
pour amener des atlas du thalamus re´alise´s sur coupes histologiques chez ces animaux
dans la ge´ome´trie de leur IRM. Une e´tude est e´galement mene´e concernant la pertinence
d’utilisation d’atlas d’un sujet particulier vers un sujet quelconque.
in vivoIRM
anatomique T1
Recalage birigide (1) Recalage rigide 3D (2) +
Recalage FFD (3)
(1) + (2) + (3)
Normalisation
d’intensité
inter−sujet
Utilisation
Post mortem In vivo
Coupes
histologiques
marquées
Atlas du thalamus
realisé sur coupes
Photographies
realisées lors
de la coupe
Fig. 3.1 – Les principales e´tapes de ce chapitre concernant la mise en correspondance in
vivo et post mortem.
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3.1 Pre´sentation des donne´es
3.1.1 E´tude principale
La maladie de Parkinson
La maladie de Parkinson est une maladie neurode´ge´ne´rative qui a` partir d’un certain
stade induit des de´ficits moteurs importants. Lorsque les me´dicaments ne sont pas ou
plus efficaces pour limiter ces troubles, l’implantation d’e´lectrodes est effectue´e visant a`
stimuler e´lectriquement le noyau sous-thalamique, une structure profonde et de petite
taille des noyaux gris centraux. L’ope´ration d’implantation est longue et de´licate ce qui
limite le nombre de cas traite´s par an.
L’e´tude de stimulation corticale
L’e´tude principale pre´sente´e dans cette partie concerne des essais de correction de ces
troubles moteurs par stimulation corticale. Une e´lectrode controˆlable de l’exte´rieur est
place´e a` la surface du cerveau et les effets de cette stimulation sont e´tudie´s. L’efficacite´ de
ce traitement est teste´e sur des babouins rendus parkinsoniens par un mode`le animal de la
maladie et auxquels une e´lectrode corticale est implante´e. Diffe´rentes modalite´s d’imagerie
in vivo sont re´alise´es au cours de l’e´tude : une IRM anatomique ponde´re´e en T1, des
TEPs avec diffe´rents marqueurs (FDG, eau marque´e, A85) en conditions ON (e´lectrode
active) et OFF (e´lectrode inactive). Divers autres examens sont e´galement re´alise´s comme
l’e´lectrophysiologie. On pourra se re´fe´rer a` [DOB+04] pour une description de´taille´e du
protocole.
Les coupes histologiques
A la fin de l’e´tude comportementale, les animaux sont sacrifie´s, perfuse´s, et leur cerveau
est extrait. Il est se´pare´ en 3 blocs pour une fixation plus homoge`ne puis il est coupe´
au microtome en tranches d’e´paisseur 40µm, ce qui constitue environ 2300 coupes par
cerveau. Les coupes sont recueillies dans des puits (petits re´ceptacles) qui fonctionnent
par groupe de 18. Les coupes sont place´es une a` une dans les puits successifs du premier
au dix huitie`me, puis la dix neuvie`me est replace´e dans le premier puits et ainsi de suite
jusqu’a` ce que chaque puits compte 10 coupes. Les coupes d’un meˆme puits sont donc
espace´es de 720µm (18*40µm), ce qui est suffisant pour pouvoir les diffe´rencier et les
re´ordonner a posteriori. Cette fac¸on de proce´der permet de pouvoir constituer plusieurs
sous-jeux de coupes qui couvrent l’ensemble du cerveau, pour re´aliser plusieurs marquages
diffe´rents par exemple. Un sous-jeu d’une coupe sur 18 est ainsi extrait et marque´ a`
l’ace´tylcholineste´rase, marqueur spe´cifique des noyaux gris centraux, et au Nissl, marqueur
des noyaux des cellules qui augmente le contraste matie`re grise/matie`re blanche. Une
se´rie d’environ 120 coupes histologiques marque´es repre´sentant le cerveau entier est ainsi
constitue´e pour chaque babouin.
Nous avons applique´ l’ensemble des traitements pre´sente´s dans ce chapitre a` 2 babouins
de l’e´tude. Nous pre´senterons donc tous les re´sultats importants pour ces 2 babouins que
nous appellerons babouins I et II, relativement a` leur ordre chronologique de traitement.
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3.1.2 Autres donne´es traite´es
Paralle`lement a` cette e´tude, nous pre´senterons e´galement les re´sultats d’application de
ce protocole, le´ge`rement modifie´ pour le cas ou` l’inte´gralite´ des coupes histologiques du
cerveau ne sont pas monte´es et marque´es. Cette variante du protocole est tre`s avantageuse
lorsque la re´gion d’inte´reˆt est limite´e a` une partie du cerveau. C’est le cas pour cette se-
conde e´tude qui va illustrer cette partie, s’inte´ressant a` la capacite´ de de´tection d’un ligand
TEP dans la re´gion du thalamus. Les donne´es qui illustreront cette situation concerne un
cerveau de macaque et sont tre`s similaires a` celles des cerveaux de babouins de l’e´tude
principale : une IRM anatomique ponde´re´e et T1, diffe´rents examens TEP, un jeu de 40
coupes histologiques centre´es autour du thalamus et marque´es a` l’ace´tylcholineste´rase et
au Nissl.
Au total donc, 3 animaux, 2 babouins et un macaque, pour lesquels nous allons chercher
a` re´aliser la mise en correspondance des images in vivo et post mortem afin de permettre
une confrontation pre´cise des informations apporte´es par les diffe´rentes modalite´s. Sauf
mention explicite, les traitements sont re´alise´s pareillement pour les 3 animaux.
3.1.3 La modalite´ photographique
Le chaˆınon manquant
Nous allons de´crire a` pre´sent une modalite´ qui ne constitue pas a` proprement parler
une modalite´ me´dicale ou biologique mais qui va servir d’interme´diaire entre les coupes
histologiques marque´es post mortem et l’IRM in vivo. Il s’agit de photographies du plan de
coupe du bloc cerveau re´alise´es lors de la coupe au microtome. Un appareil photographique
est place´ verticalement au-dessus du plan de coupe et permet d’acque´rir une image de la
coupe juste avant le passage de la plateforme sous le couteau (voir Figure 3.2 (a) et
(b) ).
Re´alisation
La prise photographique est re´alise´e en bute´e de la course de la plateforme du micro-
tome supportant le bloc ce qui assure le repositionnement a` l’identique du bloc sous l’ap-
pareil apre`s chaque coupe. Une photographie est prise syste´matiquement a` chaque passage
si bien qu’a` chaque coupe histologique recueillie correspond sa photographie exactement
(voir Figure 3.2 (c) et (d)). Le sous-jeu de photographies correspondant exactement
aux coupes histologiques marque´es extraites est ainsi constitue´ donnant lieu a` un jeu d’en-
viron 120 photographies par babouin avec une re´solution isotrope de 0.1mm dans le plan
et un espace inter-coupes de 0.72mm. Pour le macaque, le jeu comptait environ 160 pho-
tographies. Seuls ces sous-jeux de photographies correspondant aux coupes histologiques
seront conside´re´s et feront l’objet de traitements par la suite. Les autres photographies
interme´diaires restent cependant bien suˆr disponibles pour d’e´ventuelles e´tudes locales
plus pre´cises.
Constitution du volume photographique
Ces photographies nume´riques en couleurs sont converties en niveaux de gris (pour
permettre leur conversion dans un format d’image adapte´ au traitement d’image) et sont
empile´es les unes sur les autres pour former une image tridimensionnelle. La prise des
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(a) (b)
(c) (d) (e)
Fig. 3.2 – Le montage utilise´ pour re´aliser les photographies de la surface du bloc cerveau
lors de la coupe au microtome en figures (a) et (b). Une photographie du plan de coupe
re´alise´e avec ce montage pour le babouin I (c), pour le babouin II (d) et pour le macaque
(e).
photographies exactement dans la meˆme position de la plateforme coupe apre`s coupe
assure un alignement imme´diat des photographies conforme a` la ge´ome´trie du bloc cerveau
avant sa coupe.
Seuls les recalages entre les 3 blocs du cerveau sont a` re´aliser. La taˆche n’est pas
triviale car ine´vitablement des coupes sont perdues entre les blocs ce qui entraˆıne que
les faces en regard des blocs sont assez diffe´rentes. Un recalage automatique 2D avec des
parame`tres bien choisis permet cependant d’assurer au mieux la continuite´ entre les blocs
pour former un cerveau complet (voir [COZ+00] pour un travail concernant le recalage
des blocs de cerveau). L’hypothe`se suppose´e ve´rifie´e du paralle´lisme des plans de coupe
entre les diffe´rents blocs est sous-jacente a` ce recalage 2D : cette question inte´ressante
mais difficile n’est pas aborde´e dans ce travail.
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Les images sont ensuite segmente´es pour ne laisser apparaˆıtre que la re´gion d’inte´reˆt
correspondant au cerveau. Cette segmentation est manuelle car, avec le type de photogra-
phies dont nous disposons, le contraste entre le cerveau et l’exte´rieur est tre`s faible, ce qui
rend tre`s difficile une segmentation automatique. Les contours externes du cerveau sont
de´limite´s puis la re´gion inte´rieure est remplie automatiquement permettant par masquage
d’obtenir une image repre´sentant uniquement la coupe de cerveau (le fond est fixe´ a` 0).
Cette segmentation est re´alise´e sous le module de re´gion d’inte´reˆt du visualiseur d’images
Anatomist ([RRC+03]). Nous obtenons les volumes photographiques pre´sente´s en Figure
3.3 qu’il est possible d’observer sous une incidence quelconque, graˆce a` la reconstruction
3D.
On comprend alors l’inte´reˆt de cette modalite´ qui pre´sente les de´formations tridimen-
sionnelles propres aux donne´es post mortem sans pre´senter la perte d’alignement coupe a`
coupe. De plus, la surface du cerveau pre´sente beaucoup moins de de´chirures et de de´for-
mations locales que la coupe histologique monte´e correspondante ce qui rend plus aise´e
l’estimation de la correction par rapport a` l’IRM.
Le volume directement aligne´ obtenu, repre´sentant les photographies de la surface du
bloc cerveau au cours de la coupe, sera appele´ volume photographique.
3.2 Le recalage des coupes histologiques avec les coupes
photographiques
L’e´tape suivante consiste en l’alignement de l’ensemble des coupes histologiques mar-
que´es. Comme nous disposons du volume photographique, aligne´ par construction, dans
sa ge´ome´trie initiale, nous allons effectuer le coalignement de l’image histologique avec
le volume photographique. C’est-a`-dire que nous allons chercher a` recaler chaque coupe
histologique marque´e sur la photographie lui correspondant, de fac¸on a` propager ainsi la
cohe´rence du volume photographique sur l’image histologique.
3.2.1 Un recalage rigide insuffisant
Le proble`me des he´misphe`res se´pare´s
Contrairement au coalignement effectue´ dans le chapitre pre´ce´dent concernant les ron-
geurs, une transformation rigide simple ne va pas suffire pour recaler correctement une
coupe histologique sur sa photographie. En effet, par rapport au cerveau des petits ani-
maux, les deux he´misphe`res du cerveau des primates se se´parent sur une grande partie
des coupes en deux composantes non connexes dans ses parties ante´rieure et poste´rieure
(voir Figure 3.4 (a)).
Ainsi plus de la moitie´ des coupes se pre´sentent en deux parties, qui ont e´te´ replace´es
sur la lame dans une configuration proche mais diffe´rente de celle du cerveau non coupe´
du bloc photographique de re´fe´rence (voir Figure 3.4 (b) et (c)). Une transformation
rigide globale ne convient donc pas pour ce recalage puisqu’elle permet de recaler au
mieux un he´misphe`re correctement sur deux (voir Figure 3.4 (d) ). En fait, meˆme
les coupes centrales qui sont d’un seul morceau pre´sentent un de´placement inde´pendant
de chaque he´misphe`re. En effet, le profond sillon me´dian (scissure inter-he´misphe´rique)
courant sur les cerveaux tre`s circonvolue´s comme celui du babouin fragilise la liaison
et autorise une certaine liberte´ de mouvement de chaque he´misphe`re. L’ensemble des
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(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
(g) (h) (i)
Fig. 3.3 – Le volume photographique obtenu apre`s recalage des 3 blocs et apre`s nettoyage
des coupes pour ne laisser apparaˆıtre que le cerveau, respectivement pour les babouins I et
II et le macaque, en incidence coronale de coupe (a), (d) et (g), axiale (b), (e) et (h), et
coronale (c), (f) et (i).
autres sillons subissent des de´formations locales propres e´galement mais ces de´formations
concernent principalement la pe´riphe´rie du cerveau, et non les structures centrales. Un
travail inte´ressant visant a` corriger spe´cifiquement ces mouvements locaux de girus sur un
66
he´misphe`re seul a e´te´ propose´ par [PMBT03]. Une seule transformation affine avec plus de
degre´s de liberte´ (similitude, cisaillement) ne conviendrait pas pour autant, car une seule
transformation ne permet pas de recaler correctement dans le cas ge´ne´ral 2 parties avec
des de´placements diffe´rents. Il faudrait avoir recours a` une transformation non line´aire
tre`s libre, donc tre`s peu robuste 1, pour re´soudre ce proble`me. Or la robustesse est une
condition essentielle pour rendre possible le coalignement automatique inter-modalite´ de
plus de 120 coupes par animal, pre´sentant chacune des artefacts.
Ne´cessite´ d’une nouvelle transformation adapte´e
C’est pourquoi nous avons de´veloppe´ une me´thode adapte´e qui identifie les deux he´mi-
sphe`res sur chaque coupe puis recherche simplement deux transformations rigide inde´pen-
dantes, une pour chaque he´misphe`re. Nous appellerons cette transformation simplement
”birigide”. Cette me´thode peut bien entendu s’e´tendre a` la recherche de 2 ou plus trans-
formations affines, et meˆme plus ge´ne´ralement a` n’importe quel type de transformation.
L’ide´e est simplement de rendre inde´pendante la recherche des parame`tres de transfor-
mation pour chaque he´misphe`re, ou toute autre entite´ ayant un mouvement propre. Nous
avons cependant opte´ pour la classe des transformations rigides pour des raisons de ro-
bustesse et d’attention privile´gie´e porte´e au recalage des structures centrales du cerveau.
Nous illustrerons ce point dans la partie suivante.
3.2.2 La transformation birigide
La me´thode birigide comporte 3 e´tapes principales que nous allons de´crire successive-
ment.
La se´paration automatique des coupes histologiques en 2 he´misphe`res
Que les deux he´misphe`res soient se´pare´s ou non, nous utilisons la meˆme strate´gie. En
effet, il arrive que parfois les coupes histologiques pre´sentent plus de deux composantes
connexes, et dans ce cas le rattachement des composantes connexes supple´mentaires au
bon he´misphe`re n’est pas e´vident. C’est pourquoi nous avons opte´ pour une strate´gie de
de´termination d’une composante connexe dans chacun des deux he´misphe`res qui vont
faire office de graines.
Pour cela, nous recherchons dans la coupe la ligne inter-he´misphe´rique, c’est-a`-dire la
ligne qui se´pare le cerveau en deux parties les plus syme´triques possibles. [POA02] ont
propose´ un algorithme spe´cifique de de´termination du plan inter-he´misphe´rique en 3D que
nous adaptons a` notre proble`me, en repartant d’un logiciel de recalage standard. L’ide´e
consiste a` cre´er l’image syme´trique de l’originale par rapport a` la droite verticale centrale
x = dimX/2 (ou` dimX est la dimension de l’image selon x), et de recaler rigidement
la syme´trique sur l’originale. L’hypothe`se sous-jacent a` cette syme´trisation est que l’axe
principal d’inertie de la coupe forme un angle avec l’horizontale infe´rieur a` pi/2, ce qui
est toujours le cas dans les donne´es que nous avons traite´es. Ceci revient a` dire que les
coupes sont dispose´es plutoˆt horizontalement.
La transformation rigide obtenue s’exprime sous la forme d’une matrice de rotation
R (rotation autour de l’origine) et d’une translation T. Nous cherchons la transformation
1Peu sensible a` la variabilite´ des donne´es ainsi qu’aux re´glages des parame`tres.
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(a) (b)
(c) (d)
Fig. 3.4 – Vue en incidence axiale de l’ensemble des coupes histologiques superpose´es
sans recalage : dans les parties ante´rieures et poste´rieures, les he´misphe`res sont se´pare´s
(a). En incidence coronale (incidence de coupe au microtome), une coupe histologique
marque´e de la partie ante´rieure du cerveau aux he´misphe`res se´pare´s (b) et la photographie
correspondante avec les he´misphe`res dans leur configuration originale (c). Le recalage
rigide simple s’ave`re insuffisant pour superposer la coupe histologique sur la photographie
correspondante : image de fusion (d) (histologie en fausses couleurs orange´es).
”moitie´”, c’est-a`-dire la transformation rigide (r,t) ou` r est la matrice de rotation et t le
vecteur translation qui compose´e 2 fois avec elle-meˆme redonne (R,T). Plus pre´cise´ment,
cela s’e´crit (formules donne´es en 3D, a fortiori valables en 2D) :
∀x ∈ <3, Rx+ T = r(rx+ t) + t = r2x+ (Id+ r)t
La de´composition d’une transformation rigide en une matrice de rotation et un vecteur
translation e´tant unique, on a encore :
r2 = R (3.1)
t = (Id+ r)−1T (3.2)
La solution r de 3.1 est la matrice de rotation de meˆme axe que R et d’angle θ/2 si
θ est l’angle de la rotation R. L’axe de la rotation repre´sente´e par la matrice R est le
vecteur propre normalise´ associe´ a` la valeur propre 1 de R, que l’on note ~n. Les formules
suivantes permettent de de´terminer θ :
cos(θ) = (Trace(R)− 1)/2
sin(θ) = −(R0,1 ∗ nz +R1,2 ∗ nx +R2,0 ∗ ny − 3 ∗ (1− cos(θ)) ∗ nx ∗ ny ∗ nz)
Nous pouvons alors exprimer r de la fac¸on suivante, en notant c = cos(θ/2), s =
sin(θ/2) et t = 1− cos(θ/2) :
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r =
 t ∗ n2x + c t ∗ nx ∗ ny − s ∗ nz t ∗ nx ∗ nz + s ∗ nyt ∗ nx ∗ ny + s ∗ nz t ∗ n2y + c t ∗ ny ∗ nz − s ∗ nx
t ∗ nx ∗ nz − s ∗ ny t ∗ ny ∗ nz + s ∗ nx t ∗ n2z + c
 .
Pour obtenir t, il suffit alors de re´soudre 3.2, en sachant que (Id + r) est toujours
inversible sauf dans le cas d’une rotation d’angle pi, impliquant que l’angle double θ vale
2pi ≡ 0(2pi). Dans ce cas, R et r sont identiques et repre´sentent en fait la transformation
Identite´ (on a alors t = T/2).
Si on applique la transformation rigide (r, t) trouve´e a` la droite x=dimX/2, on obtient
effectivement la ligne inter-he´misphe´rique recherche´e (voir Figure 3.5 (a) et (d) ). Pour
e´viter que cette ligne ne se´pare un he´misphe`re en plusieurs parties, une se´curite´ est prise
en la dilatant, de fac¸on a` obtenir une bande large d’une vingtaine de voxels pour nos
donne´es. Cette bande se´pare l’image en deux composantes connexes inde´pendantes au
moins.
Nous extrayons alors les 2 plus grosses composantes connexes, qui vont constituer des
graines (voir Figure 3.5 (b) et (e) ). Ces graines sont ensuite dilate´es a` l’inte´rieur
du masque binaire de la coupe comple`te a` la manie`re d’une recherche de frontie`re par
l’algorithme de Vorono¨ı : nous obtenons l’image Vm, pour Vorono¨ı avec masque. Cette
technique respecte les frontie`res de la coupe dans son partitionnement mais ne traite
pas les composantes connexes sans graine. C’est pourquoi nous effectuons e´galement a`
partir des 2 graines initiales un partitionnement libre (sans contrainte de masque) : nous
obtenons une seconde image Vl, pour Vorono¨ı libre. Cette seconde technique associe un
label non nul a` tous les voxels de l’image mais ne respecte pas les frontie`res de la coupe.
Nous cre´ons donc une image spe´ciale a` partir de ces 2 images pre´ce´dentes, qui associe a`
chaque voxel du masque binaire de la coupe le label issu de Vm s’il existe, et le label de
Vl sinon.
Cette me´thode assure de partitionner l’image comple`te en 2 classes, de fac¸on logique,
c’est-a`-dire en re´unissant les parties proches dans la meˆme classe (voir Figure 3.5 (c)
et (f) ). La recherche d’une transformation pour les petites composantes connexes sup-
ple´mentaires serait possible mais risquerait de diminuer la robustesse de la me´thode. En
outre, ces cas sont relativement rares.
Recherche des transformations
La recherche des transformations pour chaque he´misphe`re se de´roule de la fac¸on sui-
vante.
Initialisation globale Un recalage rigide global est d’abord effectue´ entre la coupe
histologique marque´e et la photographie. Ce recalage exploite les proprie´te´s robustes pro-
pose´es par [Our02] pour la me´thode de mise en correspondance de blocs utilise´e, a` savoir
que la transformation estime´e peut ne tenir compte que des ”meilleurs” appariements.
En effet, une premie`re transformation rigide est e´value´e en prenant en compte la tota-
lite´ des appariements disponibles, puis les appariements sont ordonne´s par ordre croissant
de re´sidus aux moindres carre´s. Rappelons que le re´sidu ri au carre´ est de´fini pour l’ap-
pariement de points (xi, yi) de la fac¸on suivante, si on note (R, t) la transformation rigide
trouve´e de matrice de rotation R et de translation t :
r2i = ‖yi − (R(xi) + t)‖2
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(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
Fig. 3.5 – De´termination automatique de la ligne inter-he´misphe´rique respectivement sur
une coupe histologique marque´e aux he´misphe`res se´pare´s et sur une coupe d’un seul mor-
ceau par la me´thode de´crite ci dessus (a) et (d), obtention de deux graines (b) et (e), et
partitionnement de la coupe en deux parties correspondant aux he´misphe`res (c) et (f). La
3e composante connexe est bien associe´e au bon he´misphe`re sur l’image (f).
La transformation rigide est alors estime´e une nouvelle fois mais en ne prenant en
compte qu’une fraction de l’ensemble des appariements, ceux aux re´sidus les plus faibles.
Ce sche´ma est ite´re´ un certain nombre de fois (jusqu’a` ce que la transformation estime´e
ne change plus, ou un nombre de fois fixe).
Initialement, cette strate´gie robuste constituait une solution adapte´e aux donne´es his-
tologique pour que le recalage ne soit pas perturbe´ par des appariements aberrants. En
effet, le choix de la me´trique L2 rend l’estimation sensible aux appariements aberrants
car ils comptent d’autant plus qu’ils s’e´cartent de la solution recherche´e. Ces ”mauvais”
appariements pouvant eˆtre dus soit a` des erreurs de mise en correspondance de blocs,
soit surtout dus au fait que dans les images histologiques, on trouve souvent des petites
parties de´place´es, des de´chirures ou encore des parties manquantes qui perturbent le re-
calage, et en particulier l’estimation de la meilleure transformation rigide aux moindres
carre´s. Nous exploitons ici cette proprie´te´ pour que la transformation estime´e favorise un
des deux he´misphe`res, conside´rant l’autre comme aberrant, en fixant la fraction d’apparie-
ments conserve´s a` 60% pour cette premie`re e´tape. L’he´misphe`re conserve´ est en ge´ne´ral le
plus important en taille, ou celui qui est le plus similaire a` l’he´misphe`re de la photographie
sur lequel il doit eˆtre recale´ (voir Figure 3.6 (a) ).
Raffinement par he´misphe`re Ensuite, la qualite´ du recalage de chaque he´misphe`re
avec la transformation rigide globale est teste´e inde´pendamment, par calcul du coefficient
de corre´lation moyen entre l’he´misphe`re transforme´ et la photographie (voir Figure 3.6
(b) et (c) ). Le niveau de pyramide pour ce calcul est de´termine´ automatiquement :
c’est le niveau pre´ce´dent le passage de la plus petite dimension de l’image en dessous de
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64 voxels. Ce niveau correspond empiriquement a` une e´chelle adapte´e pour appre´cier la
qualite´ du recalage de chaque he´misphe`re. L’he´misphe`re le mieux recale´ sera de´signe´ par
H1, et l’autre par H2.
L’he´misphe`reH1 est alors transforme´ en masque binaire et utilise´ pour faire disparaˆıtre
sur la photographie la zone qu’il couvre, a` savoir a` peu pre`s l’he´misphe`re correspondant
comme on peut le ve´rifier sur la Figure 3.6 (d). Un recalage est alors relance´ entre l’he´-
misphe`re H2 de la coupe histologique et la photographie dont une partie est masque´e. Le
fait de cacher l’he´misphe`re H1 sur la photo va permettre le recalage de l’he´misphe`re H2
sur son e´quivalent sur la photographie (voir Figure 3.6 (e) ). Il suffit ensuite d’utiliser
l’he´misphe`re histologique H2 ainsi recale´ pour cacher encore son correspondant sur la pho-
tographie, de fac¸on a` ame´liorer par une nouvelle estimation le recalage de l’he´misphe`re H1
(voir Figure 3.6 (f) ). Ce sche´ma peut e´ventuellement eˆtre ite´re´ mais tel qu’il est de´crit,
les re´sultats sont satisfaisants avec nos deux jeux de 120 coupes des babouins et le jeu
de 40 coupes du macaque. A l’issue de ce processus, nous disposons d’une transformation
rigide pour chaque he´misphe`re.
(a) (b) (c)
0 1
(d) (e) (f)
Fig. 3.6 – Image de fusion repre´sentant la premie`re e´tape de la me´thode birigide : le
recalage global (a). Les images (b) et (c) repre´sentent le coefficient de corre´lation local
entre chaque he´misphe`re et la photographie (e´chelle entre 0 et 1) et permettent d’estimer
la qualite´ du recalage : on retrouve bien que l’he´misphe`re de droite est le mieux recale´.
L’image (d) repre´sente la photographie masque´e par l’image binarise´e de l’he´misphe`re
le mieux recale´, et les images (e) et ((f) repre´sente le recalage respectif final de chaque
he´misphe`re sur les photographies masque´es. L’histologie est en fausses couleurs orange´es.
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Re´e´chantillonnage de l’image
La dernie`re e´tape du recalage consiste a` re´e´chantillonner l’image histologique avec les
deux transformations rigides trouve´es (une par he´misphe`re). Pour cela, la double ligne
frontie`re entre les deux he´misphe`res est de´tecte´e automatiquement, si elle existe, par
passage d’un e´le´ment structurant reconnaissant l’interface (voir Figure 3.7 (a) ). Chaque
point de la frontie`re d’un he´misphe`re se voit attribuer le point en regard le plus proche
appartenant a` la frontie`re de l’autre he´misphe`re, et inversement. A l’issue de ce processus,
tous les points de la ligne frontie`re de chaque he´misphe`re sont ainsi regroupe´s par paires.
Chaque he´misphe`re est ensuite re´e´chantillonne´ dans la meˆme image en utilisant la
transformation rigide qui lui est associe´e. L’he´misphe`re H1 recouvre arbitrairement le H2
en cas de superposition, qui peut survenir meˆme avec un recalage correct compte-tenu
des de´formation locales. Dans le cas ou` un espace vide se cre´e entre les deux he´misphe`res
recale´s, nous effectuons une interpolation simple qui consiste a` relier les points apparie´s des
frontie`res. Pour cela, nous cre´ons un chemin continu a` l’e´chelle du voxel de l’image passant
line´airement du niveau de gris du point de de´part vers le niveau de gris du point d’arrive´e
(voir Figure 3.7 (b) ). Remarquons que cette interpolation n’a lieu que dans le cas ou`
un vide artificiel est cre´e´ entre les deux he´misphe`res, si bien que l’information initiale
contenue dans la coupe n’est absolument pas modifie´e. Elle est simplement comple´te´e de
manie`re a` limiter l’impression visuelle de de´chirure cre´e´e par la transformation birigide
sur l’image finale (voir Figure 3.7 (c) ). On ne peut donc pas parler de de´formation
e´lastique mais plutoˆt d’interpolation esthe´tique.
A l’issue de l’ensemble de ces traitements, nous disposons d’un volume histologique
coaligne´ avec le volume photographique donc a` ce titre cohe´rent spatialement en 3D. Les
volumes histologique et photographique sont par construction tre`s similaires du point de
vue ge´ome´trie spatiale, comme on peut le voir sur la Figure 3.8. Il reste a` pre´sent a` rendre
le volume histologique obtenu e´galement cohe´rent iconiquement en 3D pour constituer une
ve´ritable modalite´ tridimensionnelle.
Afin d’appre´cier l’apport du recalage birigide par rapport a` un recalage rigide simple,
la Figure 3.10 compare le volume histologique du babouin II reconstruit avec chacune des
me´thodes. L’apport pour les parties ante´rieures et poste´rieures du cerveau pour lesquelles
les he´misphe`res sont se´pare´s est assez flagrant. Pour la partie centrale du cerveau, l’apport
est moins e´vident, meˆme si les structures semblent plus re´gulie`res.
Retour sur le choix du type de transformation
A propos du choix du type de transformation, rigide plutoˆt qu’affine, la justification
est double.
Robustesse D’abord, l’utilisation d’une transformation affine pour notre me´thode re-
cherchant une transformation par he´misphe`re, en limite la robustesse. En effet, meˆme si
pour certaines coupes, le recalage est sensiblement ame´liore´ par la correction du cisaille-
ment, ou parfois du facteur d’e´chelle entre l’histologie et la photographie, l’estimation de
la transformation affine est souvent perturbe´e par les artefacts des coupes qui entraˆınent
des recalages incorrects. La me´thode est par exemple plus sensible aux degre´s de pyra-
mide utilise´s en fonction de l’e´cartement initial des he´misphe`res. Notons e´galement que
pour des donne´es histologiques de cerveau fixe´, le marquage des coupes apre`s montage
sur lame n’entraˆıne the´oriquement aucune contraction globale entre la photographie et la
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(a) (b)
(c) (d)
(e)
Fig. 3.7 – Image repre´sentant la de´tection de la frontie`re commune, si elle existe, entre
les deux he´misphe`re sur l’image initiale segmente´e ( (a) : frontie`re en rouge et jaune).
Apre`s transformations de chaque he´misphe`re, un chemin continu est cre´e´ entre les points
en regard ( (b) repre´sente´ en blanc ), permettant de combler le vide e´ventuel cre´e´ par le
recalage inde´pendant de chaque he´misphe`re : image finale sans interpolation (c) et image
finale avec interpolation (d). La meˆme image repre´sente´e en fusion avec la photographie
(e) (histologie en fausses couleurs orange´es).
coupe histologique marque´e. La recherche d’un facteur d’e´chelle global n’est donc the´o-
riquement pas ne´cessaire, comme on peut le ve´rifier sur la Figure 3.7 (e) par exemple.
Dans le cas de cerveaux non fixe´s (pour permettre l’autoradiographie par exemple), une
transformation avec facteur d’e´chelle pourra eˆtre envisage´e.
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Incidence coronale Incidence axiale Incidence sagittale
Fig. 3.8 – Volume histologique re´sultat et fusion de ce volume histologique en fausses
couleurs orange´es coaligne´ avec le volume photographique respectivement pour les babouins
I (lignes 1) et 2) ) et II (lignes 3) et 4) ) sous les 3 incidences.
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(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
(g) (h) (i)
Fig. 3.9 – Volume histologique correspondant a` la re´gion du thalamus re´sultat, pour le
macaque, en incidence coronale (a), axiale (b) et sagittale (c). Fusion de ce volume histo-
logique en fausses couleurs orange´es coaligne´ avec le volume photographique, en coronale
(d), axiale (e) et sagittale (f). Repre´sentation d’un volume hybride histologique / photo-
graphique sous les meˆmes incidences coronale (g), axiale (h) et sagittale (i).
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(a) (b)
Fig. 3.10 – Vues en incidence axiale du volume histologique pour le babouin II permettant
de comparer le coalignement rigide simple (a) et le coalignement birigide (b).
Structures centrales La deuxie`me raison pour ne pas utiliser de transformation affine
concerne les structures d’inte´reˆt du cerveau. Nous avons de´ja` mentionne´ le fait que les
coupes histologiques comportaient beaucoup de petites de´formations locales et de parties
lacunaires, qu’une transformation affine ne parviendrait pas a` parfaitement corriger. Seule
une transformation non line´aire tre`s libre pourrait parvenir a` corriger la plupart de ces de´-
formations, mais au prix d’une robustesse comple`tement perdue (notamment a` cause des
parties manquantes tre`s fre´quentes). Les transformations affines ope`rent donc des choix
de correction en quelque sorte, en privile´giant les zones les plus repre´sente´es et les plus
de´forme´es entre les images a` recaler, a` savoir le cortex et les sillons dans nos images. Ces
transformations e´tant globales, les autres structures comme les noyaux gris centraux et
le thalamus, suivent ces corrections globales, qui ne sont pas force´ment pertinentes. Ce
phe´nome`ne entraˆıne un alignement des structures centrales du cerveau paradoxalement
moins bon avec l’utilisation de transformation affine par rapport au rigide. Compte-tenu
du fait que ces structures centrales sont stables et relativement peu de´forme´es par la
coupe au microtome, et qu’elles constituent les structures qui nous inte´ressent le plus
puisqu’elles comprennent le thalamus dont nous de´sirons re´aliser un atlas, nous avons
opte´ pour l’utilisation de transformations rigides. En outre, la robustesse est un crite`re
primordial lorsqu’il s’agit de traiter automatiquement des donne´es histologiques. Ce choix
n’implique pas que le recalage au niveau cortical ne soit pas correct pour autant comme
le montrent les re´sultats pre´sente´s. Enfin, l’information apporte´e par le volume photo-
graphique moins de´forme´, qui ne suffit pas pour diffe´rencier les noyaux thalamiques, est
ne´anmoins exploitable au niveau du cortex : elle a d’ailleurs e´te´ utilise´e pour l’e´tude de
stimulation corticale.
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3.3 La normalisation d’intensite´ et la nouvelle moda-
lite´ IPM
Nous allons de´crire dans cette partie une me´thode robuste de normalisation d’intensite´
inter-coupes qui se base sur une analyse multi-e´chelle des histogrammes.
3.3.1 Pre´sentation de la proble´matique
Origine des diffe´rences d’intensite´
Les images scanne´es des coupes histologiques marque´es pre´sentent d’importantes dif-
fe´rences d’intensite´s entre elles, qui perturbent l’observation du volume histologique re-
construit (voir (Figure 3.8). En effet, l’e´tape de coupe au microtome n’assure pas une
e´paisseur pour chaque section parfaitement constante, en fonction de la tempe´rature du
bloc ou de la zone de tissu traverse´e. L’intensite´ du marquage histologique de´pend de cette
e´paisseur, mais aussi de la concentration du bain de colorant et du temps d’incubation,
qui peuvent varier le´ge`rement d’un bloc de coupes a` un autre. Enfin, l’e´tape d’acquisition
par transmission des coupes au scanner peut accentuer ces diffe´rences, et varier d’une se´rie
d’acquisitions a` une autre. Ces proble`mes se remarquent particulie`rement lorsque le jeu
de coupes traite´es est important et couvre le cerveau entier.
Un proble`me complexe
La correction de ces diffe´rences d’intensite´ est une taˆche de´licate pour diverses raisons :
– le nombre de tissus homoge`nes pre´sents et leur taille varient d’une coupe a` la suivante
– la distribution des intensite´s peut pre´senter de fortes discontinuite´s d’un bloc a`
l’autre (ces blocs correspondent aux endroits ou` le cerveau a e´te´ divise´ juste apre`s
son extraction pour une meilleure fixation)
– le contraste relatif entre les diffe´rents tissus peut varier brutalement d’une coupe
a` l’autre (c’est-a`-dire que la position relative des pics correspondant aux diffe´rents
tissus peut fortement changer sans que l’aspect global de la coupe ne change force´-
ment)
– une de´rive spatiale intra coupe peut perturber la classification des tissus (cette
de´rive peut eˆtre due a` une e´paisseur non homoge`ne dans une meˆme coupe ou a` un
marquage accidentellement anisotrope).
Insuffisance des me´thodes simples
Du fait de ces proble`mes, les me´thodes simples ne conviennent pas. La Figure 3.11
montre les re´sultats d’une me´thode de classification basique consistant a` chercher pour
chaque coupe un coefficient multiplicatif a et une constante additive b tels que, si l’on note
m et σ la moyenne et l’e´cart type de la coupe a` normaliser et mref et σref la moyenne et
l’e´cart type de la coupe prise comme re´fe´rence pour la se´rie entie`re, on ait :{
a = σref/σ
b = mref − a ∗m
En utilisant cette me´thode simple, qui constitue en quelque sorte l’e´quivalent du reca-
lage spatial par axe d’inertie pour le recalage d’histogramme, on suppose que la re´parti-
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tion de chaque coupe en chacun des tissus est constante. Le volume photographique, bien
que pre´sentant des diffe´rences d’intensite´ inter-coupes parfois importantes, pre´sente un
contraste assez stable pour toutes les coupes. La me´thode suffit pour ame´liorer conside´ra-
blement la cohe´rence iconique tridimensionnelle du volume photographique du macaque :
nous garderons cette normalisation pour la suite de l’e´tude.
Pour le volume histologique, il en est autrement. Le contraste entre matie`re grise et
matie`re blanche n’est pas re´cupe´re´. La varie´te´ des tissus rencontre´s dans chaque coupe
ainsi que les diffe´rences de forme des histogrammes limite l’efficacite´ de la correction
apporte´e. Cette me´thode basique s’ave`re insuffisante pour la normalisation d’intensite´ du
volume histologique.
Ne´cessite´ d’une me´thode de´die´e
Des me´thodes efficaces de correction d’intensite´ ont e´te´ propose´es dans la litte´rature.
La me´thode la plus proche de cette proble´matique propose´e par [MB03] est base´e sur un
recalage affine mono-dimensionnel des histogrammes des coupes successives par propaga-
tion. Cette approche, qui suppose que les histogrammes des coupes qui se suivent ont une
forme proche, pre´sente l’avantage d’eˆtre pre´cise. Elle n’est cependant pas adapte´e aux cas
particulie`rement difficiles de coupes adjacentes dont les histogrammes sont tre`s diffe´rents
et pour lesquelles l’optimum de la mesure de similarite´ ne correspond pas force´ment au
re´sultat attendu. Rechercher une transformation non line´aire entre les histogrammes ne
re´soudrait pas les proble`me d’optimisation pour autant. De plus, les me´thodes par pro-
pagation sont sensibles aux erreurs de normalisation car elles les propagent sur toutes les
normalisations suivantes.
C’est pourquoi, dans notre approche, nous cherchons dans un premier temps a` analyser
et a` interpre´ter chaque histogramme inde´pendamment pour ne pas agir ”en aveugle”.
Cela pre´sente l’avantage de ne pas ope´rer par propagation et donc d’eˆtre moins sensible
aux histogrammes pathologiques d’une part, mais aussi d’introduire une connaissance a
priori dans l’analyse de ce proble`me complexe. Pour rendre la me´thode plus robuste, un
algorithme ite´ratif est mis en place qui ve´rifie la cohe´rence spatiale de la classification
de´duite de l’analyse d’histogramme, et corrige par la solution la mieux adapte´e.
3.3.2 Description de la me´thode propose´e
Notre me´thode se compose de trois e´tapes :
– une analyse multi-e´chelle de l’histogramme est re´alise´e pour chaque coupe, menant
a` une classification en tissus base´e sur une heuristique,
– la cohe´rence inter-coupe de ces classifications est ve´rifie´e dans une seconde e´tape
et les corrections ne´cessaires sont apporte´es,
– chaque coupe est normalise´e graˆce a` une fonction d’interpolation recalant les histo-
grammes sur des valeurs de re´fe´rence constituant une sorte d’histogramme mode`le.
Un choix pre´liminaire consiste a` de´cider de combien de tissus diffe´rents au maximum
une coupe peut eˆtre constitue´e. Dans notre cas, nous avons de´cide´ de distinguer 3 tissus
au maximum dans nos coupes compte-tenu de notre marquage : matie`re grise, matie`re
blanche (dont le contraste est accentue´ par la coloration au Neun) et marqueur. Nous
appelons marqueur la re´gion des noyaux gris centraux et du thalamus qui pre´sente une
teinte tre`s fonce´e provoque´e par la coloration a` l’ace´tylcholineste´rase. Nous avons choisi ces
trois re´gions parce que, d’une part elles correspondent a` des re´gions d’inte´reˆt anatomique,
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(a) (b)
(c) (d)
Fig. 3.11 – Vues en incidence axiale du volume photographique pour le macaque et du
volume histologique pour le babouin I respectivement avant ( (a) et (c) ) et apre`s ( (b) et
(d) ) normalisation d’intensite´ avec une me´thode simple. Le re´sultat est satisfaisant pour
le volume photographique mais s’ave`re perfectible pour le volume histologique.
et d’autre part parce qu’elles sont relativement homoge`nes en termes de niveau de gris
intra-re´gion et suffisamment diffe´rentes inter-re´gions pour pouvoir eˆtre distingue´es sur les
histogrammes (voir Figure 3.12).
Analyse multi-e´chelle des histogrammes : heuristique
De´tection des maxima Une analyse multi-e´chelle line´aire est re´alise´e sur chaque his-
togramme. En effet, les signaux 1D se preˆtent particulie`rement bien a` ce type d’analyse
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Fig. 3.12 – Exemple de coupes histologiques et de leur histogramme comportant 2 classes
de tissus (matie`re blanche et matie`re grise : coupe en (a) et histogramme en (b) ) et
comportant 3 classes de tissus ( matie`re blanche, matie`re grise et marqueur : coupe en (c)
et histogramme en (d) ).
de part la simplicite´ de leur comportement le long des e´chelles. La proprie´te´ la plus inte´-
ressante de l’analyse multi-e´chelle en 1D est que le nombre de maxima de´croˆıt toujours
lorsque l’e´chelle augmente. L’espace multi-e´chelle peut eˆtre obtenu en appliquant l’e´qua-
tion de la chaleur au signal, ce qui correspond a` un lissage Gaussien de noyau croissant.
Les extrema sont de´tecte´s et suivis le long des e´chelles jusqu’a` leur extinction, ce qui
arrive lorsque deux extrema ou plus se rencontrent. Le lissage se poursuit jusqu’a` ce que
ne survive plus qu’un seul maximum. Une strate´gie d’analyse de l’histogramme est alors
mise en place, tenant compte de la connaissance a priori du proble`me traite´.
Pre´cautions particulie`res Dans les cas simples, un lissage de l’histogramme jusqu’a`
ce qu’il ne reste seulement que les 3 pics qui survivent le plus longtemps suffirait pour
de´tecter les 3 classes de tissus dans les coupes (voir Figure 3.12 (b) et (d) ). Mais cette
strate´gie simple ne convient pas pour la plupart des coupes, qui ne´cessitent une analyse
plus sophistique´e pour plusieurs raisons.
Tout d’abord, les coupes qui ne contiennent pas les noyaux gris centraux ne pre´sentent
pas de classe marqueur (voir Figure 3.12 (a) et (b) ), et cette situation doit eˆtre de´tecte´e
automatiquement pour ne pas attribuer a` tort une classe de tissu a` un pic artefactuel.
Ensuite, sur certaines coupes, le contraste gris/blanc est tre`s faible. Les pics du gris et
du blanc se me´langent alors tre`s toˆt dans les e´chelles, alors que certains pics artefactuels
survivent beaucoup plus longtemps. Dans les cas les plus difficiles, le pic du gris et du
blanc ne forment qu’un sur l’histogramme. Il a e´te´ montre´ par [MCF98] que l’e´tude de la
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de´rive´e seconde permet de surmonter ces situations : en effet, les extrema des de´rive´es aux
ordres supe´rieurs renferment une information plus fine sur la courbure de l’histogramme.
Enfin, la position d’un pic sur l’axe des intensite´s de l’histogramme donne une estima-
tion sur la moyenne d’intensite´ du tissu correspondant, en supposant la distribution des
intensite´s dans un tissu proche d’une loi gaussienne. Or cette position, mais aussi les tissus
que ce pic repre´sente, varient en fonction des e´chelles. Intuitivement, les pics artefactuels
ne survivent pas longtemps dans les e´chelles et se me´langent aux pics correspondant a`
des tissus, perturbant l’estimation de leur moyenne. Lorsqu’un petit mode fusionne avec
un plus important dans l’espace des e´chelles, la position de son pic passe rapidement a`
une position proche de celle du mode plus important. En fait, la plupart des trajectoires
des extrema alternent des pe´riodes de forte vitesse horizontale avec des pe´riodes de stabi-
lite´ correspondant aux intervalles d’e´chelles durant lesquelles elles sont rattrape´es par un
autre mode. Pour cette raison, dans notre me´thode, la position d’un mode est e´value´e a`
l’e´chelle pour laquelle sa vitesse horizontale est minimale.
De fac¸on a` pouvoir classer les pics par ordre d’inte´reˆt, deux crite`res sont utilise´s :
l’e´chelle a` laquelle la trajectoire du minimum de la seconde de´rive´e s’e´teint, et le nombre
de voxels correspondants a` ce pic. L’estimation de ce dernier crite`re est obtenue par
inte´gration sur une feneˆtre fixe autour du pic.
Choix des maxima conserve´s Avec cette me´thode d’analyse, et compte-tenu de notre
connaissance a priori des donne´es, nous avons choisi d’utiliser l’heuristique suivante pour
interpre´ter l’histogramme :
– le pic qui survit le plus longtemps dans l’espace des e´chelles est conserve´ : on le
notera pG pour ”pic du gris”. Il se´pare l’histogramme en deux.
– a` sa droite (niveaux de gris supe´rieurs), les deux pics qui vivent les plus longtemps
sont de´tecte´s : un seuil sur le nombre de voxels que repre´sente le pic est applique´
pour ne pas retenir un artefact isole´. Ils seront note´s pB1 et pB2 pour ”pic du blanc
1 et 2”.
– a` sa gauche (niveaux de gris infe´rieurs), le pic qui vit le plus longtemps est de´tecte´
et son volume est e´value´ pour de´terminer s’il est conserve´ ou non. Ce pic sera note´
pM pour ”pic du marqueur”.
– on recherche ensuite les deux pics principaux entre pM et pG , que l’on notera pS1
et pS2 pour ”pics supple´mentaires 1 et 2”.
Au total donc, 6 pics retenus, dans l’ordre croissant : pM , pS1, pS2, pG, pB1 et pB2.
Ces 6 pics ont une valeur dans tous les cas : si les crite`res de seuillage sur le volume
d’un pic ne sont pas respecte´s, le suivant en importance est recherche´, et en cas d’e´chec,
la valeur -1 est affecte´e au pic.
Interpre´tation heuristique A partir de ces donne´es, une premie`re interpre´tation de
l’histogramme, que l’on appelle ”heuristique”, est donne´e. Elle correspond a` la distribution
qui est, par expe´rience, la plus probable, a` savoir, comme leur nom le laisse supposer : pG
pour le niveau de gris correspondant au mode de la matie`re grise et pB1 pour le mode de la
matie`re blanche. De plus, on de´cide que le marqueur est pre´sent dans la coupe conside´re´e
si le mode du marqueur pM satisfait aux crite`res de volume fixe´s (200 points dans notre
cas).
A partir de ces modes, une classification de l’image est re´alise´e, simplement en affec-
tant a` chaque voxel le label associe´ au mode dont son niveau de gris est le plus proche (ce
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qui revient a` une classification de type k-means mono-dimensionnelle a` 1 ite´ration avec
une initialisation issue de l’heuristique). Cette classification constitue la classification heu-
ristique.
La Figure 3.13 montre l’analyse de l’histogramme de quelques coupes repre´sentatives
et la classification qui en re´sulte. Les lignes 1) et 2) montrent une analyse classique de
coupe comportant respectivement 2 tissus et 3 tissus. La ligne 3 illustre le cas d’une coupe
pour laquelle le contraste gris/blanc e´tant faible, le mode correspondant a` la matie`re
blanche ne donne pas lieu a` un maximum : l’analyse des minima de la de´rive´e seconde
de l’histogramme permet de le de´tecter avec succe`s. La classification re´sultante n’est
pourtant pas parfaite a` cause du biais spatial intra coupe que pre´sente cette image. La
ligne 4 donne l’exemple d’une coupe pour laquelle la classe du marqueur est repre´sente´e
par plusieurs petits maxima : la recherche du minimum local de la vitesse horizontale
le long de la trajectoire de la seconde de´rive´e permet d’estimer la position correcte de
l’intensite´ moyenne de ce mode. Enfin, sur la ligne 5, nous pouvons appre´cier la sensibilite´
de de´tection de pre´sence d’un mode correspondant a` un tissu, ici la naissance des noyaux
gris centraux (classe du marqueur). L’analyse heuristique parvient a` interpre´ter de fac¸on
satisfaisante l’histogramme dans la plupart des cas, mais certaines coupes posent plus de
proble`mes.
Ve´rification de la cohe´rence spatiale
L’e´tape suivante consiste en une ve´rification de la cohe´rence spatiale de la classification
heuristique pre´ce´demment obtenue.
Autres classifications possibles Pour cette e´tape, nous allons utiliser les 6 modes
de´tecte´s lors de l’analyse multi-e´chelle de l’histogramme pour ge´ne´rer un ensemble de
classifications possibles en plus de la classification heuristique. Les possibilite´s les plus
plausibles pour l’attribution des modes a` un tissu sont examine´es, a` savoir :
– pour le mode gris : pS2, pG et pB1
– pour le mode blanc : pG, pB1 et pB2
– pour le marqueur : absent, pM , pS1 et pS2.
en imposant la condition toujours respecte´e par les tissus que le niveau de gris de la
matie`re blanche est supe´rieur a` celui de la matie`re grise, lui-meˆme supe´rieur a` celui du
marqueur. Cette combinatoire donne lieu a` 21 classifications possibles au maximum en
plus de l’heuristique.
Calcul d’un score Pour chaque coupe, toutes ces classifications sont teste´es l’une apre`s
l’autre par rapport a` la classification gagnante de la coupe pre´ce´dente et la classification
heuristique de la coupe suivante. Ce test consiste a` calculer un score S(i) de´fini de la ma-
nie`re suivante pour la coupe i, en notant communcj,i le nombre total de voxels appartenant
a` la classe c a` la fois dans la coupe j et dans la coupe i (a` la meˆme position spatiale) et
ou` m,g et b de´signent respectivement la classe marqueur, gris et blanc :
S(i) =
∏
c∈m,g,b
communci−1,i +
∏
c∈m,g,b
communci+1,i
Ce score rend compte de la superposition des classes entre une classification possible
de la coupe i teste´e et la classification des coupes adjacentes. Remarquons que la cohe´-
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Fig. 3.13 – Quelques exemples d’analyse d’histogrammes : a` gauche la coupe originale,
au milieu l’histogramme correspondant avec l’analyse (les 6 modes de´tecte´s le long des
e´chelles : en violet les 2 ou 3 modes se´lectionne´s pour l’analyse heuristique marque´s par des
diamants, en vert les autres), et a` droite la classification re´sultant de l’analyse heuristique.
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rence spatiale tridimensionnelle, obtenue graˆce a` l’alignement effectue´ pre´ce´demment, est
exploite´e pour ce calcul. La classification dont le score est maximum est de´signe´e gagnante
et est retenue pour la coupe i. Le processus est ite´re´ jusqu’a` convergence (ou un nombre
maximum de fois). A partir de la seconde ite´ration, la classification heuristique n’est plus
syste´matiquement utilise´e pour la coupe suivante car elle est potentiellement remplace´e
par la classification de´clare´e gagnante a` l’ite´ration pre´ce´dente. La classification heuristique
peut donc eˆtre conside´re´e comme une bonne initialisation tre`s proche de la solution pour
cette e´tape de ve´rification de la cohe´rence spatiale.
Remarquons que le fait d’utiliser la classification corrige´e par l’ite´ration en cours e´vite
les situations d’oscillations des classifications au cours des ite´rations, mais n’assure pas
pour autant la convergence de la me´thode en the´orie. A l’issue de cette e´tape, a` chaque
coupe est attribue´e une classification gagnante associe´e a` un triplet de valeurs de niveaux
de gris (m, g, b) correspondant aux modes marqueur (-1 s’il est absent), gris et blanc. La
Figure 3.14 illustre l’e´tape de ve´rification de la cohe´rence spatiale.
Normalisation effective
La dernie`re e´tape consiste en la normalisation effective de la coupe. Pour cela, nous
calculons pour chaque coupe une fonction d’interpolation que nous choisissons line´aire
par morceaux, qui associe respectivement les modes m, g, b se´lectionne´s a` des valeurs
de re´fe´rences m0, g0 et b0 fixe´es par l’utilisateur pour le volume global. Ces valeurs de
re´fe´rence correspondent par exemple aux modes d’une coupe conside´re´e comme pre´sentant
une distribution d’intensite´ satisfaisante. Rappelons que le mode marqueur m n’est pas
pre´sent sur certaines coupes : il n’est pas pris en compte dans la fonction d’interpolation
dans ce cas. Le fond 0 est associe´ a` 0 de meˆme que le niveau maximum de l’image globale
(255 en 8bits) au niveau maximum choisi (255 e´galement dans notre cas).
Le mode d’interpolation retenu est line´aire par morceaux, car il est simple et assure la
monotonie de la fonction entre les valeurs d’interpolation, contrairement aux polynoˆmes
par exemple. Une table de conversion est calcule´e pour tous les niveaux de gris de chaque
image, ce qui permet d’effectuer rapidement le re´e´chantillonnage. La Figure 3.15 pre´sente
un exemple de normalisation d’une coupe. L’ensemble des images re´e´chantillonne´es de
cette fac¸on constitue un volume pre´sentant une cohe´rence tridimensionnelle en intensite´.
3.3.3 Re´sultats
Deux cerveaux entiers normalise´s
Nous pre´sentons dans cette partie le re´sultat de la normalisation re´alise´e sur les deux
cerveaux entiers de babouin (pas pour le sous-volume histologique du cerveau de ma-
caque). Le volume avant normalisation tout d’abord, la correction apporte´e par la seule
e´tape heuristique ensuite, et la normalisation finale obtenue apre`s 2 ite´rations sont pre´-
sente´s en Figure 3.16. Les valeurs de re´fe´rence choisies pour les deux babouins sont
m0 = 60, g0 = 160 et b0 = 230. Le temps ne´cessaire pour re´aliser la normalisation d’un
volume d’environ 120 coupes et de taille 500 sur 450 est d’environ 15 minutes sur un
Pentium IV 1.8GHz.
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coupe précédente
Classification gagnante de la Classification heuristique de la
coupe suivante
Calcul scoreCalcul score
CLASSIFICATION GAGNANTE
(m, g, b)
Fig. 3.14 – En haut, une classification correspondant a` l’analyse heuristique mise en
e´chec, et a` coˆte´ l’histogramme avec les 6 modes extraits, qui donnent lieu a` un ensemble
de classifications plausibles (en pyramide inverse´e en dessous). Un score de cohe´rence
spatiale est calcule´ entre chacune de ces classifications et les classifications gagnantes de
la coupe pre´ce´dente et heuristique (ou gagnante selon l’e´tape) de la coupe suivante. La
classification ayant obtenu le meilleur score est de´clare´e gagnante et le triplet associe´ des
valeurs des modes (m, g, b) est retenu (en bas). Le processus est ite´re´.
Perfectible mais performante
Les re´sultats pre´sente´s sont globalement satisfaisants. L’e´tape heuristique parvient a`
classifier correctement environ 85% des coupes (e´valuation visuelle). L’e´tape de ve´rifi-
cation de cohe´rence spatiale parvient a` re´cupe´rer une partie des coupes imparfaitement
classifie´es. Meˆme s’il arrive que sur certaines coupes tre`s bruite´es, le choix de correction
ne paraˆısse pas optimal, cette e´tape post-analyse apporte un gain en robustesse. Notons
que la me´thode est parvenue a` corriger des coupes (tre`s peu de contraste, un des tissus
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Fig. 3.15 – La normalisation effective : la coupe originale (a), la fonction d’interpolation
des intensite´s line´aire par morceaux (b) et l’image corrige´e (c). On remarque la relation
fortement non line´aire entre les deux distributions d’intensite´s.
(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
Fig. 3.16 – Les re´sultats finaux de la normalisation inter-coupes d’intensite´ pre´sente´e sur
le volume histologique complet en incidence axiale, babouins I et II respectivement : avant
normalisation (a) et (d), apre`s normalisation uniquement par l’analyse d’histogramme
et l’interpre´tation heuristique (b)et (e), et enfin l’image corrige´e apre`s 2 ite´rations de
ve´rification de la cohe´rence spatiale(c) et (f).
tre`s minoritaire) pour lesquelles la grande majorite´ des me´thodes auraient e´te´ prises a`
de´faut.
Certaines coupes sont cependant encore imparfaitement normalise´es, cela est principa-
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lement duˆ au fait qu’un biais spatial important perturbe le processus par endroit. Ce biais
re´sulte d’une e´paisseur de la section non homoge`ne, ou d’une coloration non uniforme. Une
seconde raison est que le nombre de classes choisi (3 classes : le marqueur, la matie`re grise
et la matie`re blanche) se re´ve`le parfois insuffisant. En effet, la re´gion du marqueur en
particulier rassemble les noyaux gris centraux et le thalamus, qui ne pre´sentent pas tout
a` fait la meˆme gamme d’intensite´s. Enfin, certaines coupes extreˆmement abˆıme´es sont
incorrectement traite´es, ce qui souligne l’attention a` apporter a` l’obtention des donne´es
au-dela` de tout traitement a posteriori.
Ame´liorations envisageables
Certaines solutions pourraient encore eˆtre envisage´es pour ame´liorer cette normalisa-
tion. Concernant la de´rive spatiale d’intensite´ a` l’inte´rieur d’une coupe, difficile a` corriger
par crainte de me´langer des modes proches, une correction de biais a posteriori de´pendant
du contraste trouve´ par l’analyse d’histogramme pourrait s’ave´rer efficace. Une nouvelle
normalisation serait alors a` relancer apre`s cette correction.
La me´thode que nous proposons est robuste, bien adapte´e au proble`me pose´ et ne
propage pas les erreurs. Mais le re´sultat final, bien que satisfaisant, pourrait eˆtre ame´-
liore´ par une me´thode de recalage d’histogramme de type iconique (et non base´e sur des
amers ge´ome´trique comme la noˆtre), qui graˆce a` cette initialisation de tre`s bonne qualite´,
perfectionnerait la normalisation.
Enfin, notons que notre me´thode bien que pre´sentant des re´glages propres a` notre pro-
ble`me, peut facilement eˆtre adapte´e a` d’autres cas similaires de normalisation de coupes.
Nous l’avons d’ailleurs applique´e avec succe`s a` la normalisation de coupes de rats qui
pre´sentaient des variations d’intensite´s importantes. Cette me´thode de normalisation de
coupes a fait l’objet de la communication : [DMDf04].
A ce stade de la mise en correspondance in vivo et post mortem, nous disposons d’un
volume 3D photographique dans la configuration ge´ome´trique du cerveau extrait et un
volume 3D histologique marque´ dans la meˆme configuration ge´ome´trique et normalise´ en
intensite´.
3.4 La correction e´lastique vers l’IRM : la transfor-
mation FFD
Nous allons chercher dans cette partie a` corriger les de´formations tridimensionnelles
apparues lors de l’extraction du cerveau.
3.4.1 Choix de la transformation
Origine des de´formations primaires
Ces de´formations, que nous avons appele´es ”primaires” dans le chapitre 1, sont princi-
palement dues aux changements de conditions me´caniques et/ou physiologiques comme la
pression du craˆne, la perte du liquide ce´phalo-rachidien, la disparition de l’irrigation san-
guine. S’ajoutent a` cela la de´shydratation et la fixation au sucrose. Enfin, la conge´lation,
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la se´paration en blocs et les efforts de coupes viennent comple´ter ce rappel sans doute non
comple`tement exhaustif des causes de de´formations tridimensionnelles du cerveau post
mortem repre´sente´ par le volume photographique par rapport au volume IRM in vivo.
La transformation Free Form Deformation
Ces de´formations sont clairement non line´aires car les diffe´rentes classes de tissus ne
pre´sentent pas les meˆmes proprie´te´s me´caniques. En particulier, la matie`re grise, a` savoir
le ruban cortical et les sillons, se de´forment beaucoup plus que les noyaux gris centraux.
Il nous faut donc une transformation non line´aire avec suffisamment de degre´s de liberte´
pour pouvoir tenir compte des proprie´te´s diffe´rentes des tissus. Mais il faut e´galement
que cette transformation soit suffisamment robuste pour ne pas eˆtre trop sensible aux
de´formations locales artefactuelles de la modalite´ post mortem. Enfin, la transformation
doit eˆtre capable d’effectuer des recalages inter-modalite´s.
Parmi le grand nombre de transformations non line´aires qui ont e´te´ propose´es dans la
litte´rature, la transformation e´lastique FFD (pour Free Form Deformation [RSH+99]) nous
a paru eˆtre un bon candidat (voir la partie 1.5.4 du chapitre 1 pour plus de justifications).
Nous avons en fait utilise´ une variante de cette me´thode entie`rement recode´e dans le
service, en adoptant la technique d’optimisation propose´e par [Mat00].
3.4.2 Estimation de la transformation
Le volume photographique : meilleur repre´sentant de la ge´ome´trie post mor-
tem 3D
L’objectif recherche´ au final est de corriger les de´formations tridimensionnelles du
volume histologique marque´. Cependant, ce volume pre´sente beaucoup de de´chirures, de
petites de´formations locales, pre´sente des parties lacunaires notamment a` l’interface des
blocs. Ces de´formations sont trop locales pour eˆtre corrige´es par FFD mais perturbent
conside´rablement l’estimation de la correction vers l’IRM.
E´tant donne´ que ce volume histologique est exactement dans la meˆme configuration
que le volume photographique beaucoup moins abˆıme´, nous avons opte´ pour estimer la
correction tridimensionnelle sur ce volume photographique.
Initialisation rigide 3D
La premie`re e´tape de recalage consiste en un recalage rigide 3D du volume photo-
graphique avec l’IRM pour initialiser la transformation. Ce recalage est re´alise´ automa-
tiquement par un logiciel utilisant l’information mutuelle comme mesure de similarite´
([VW97], [MVS03]). Le volume photographique est ensuite de´grade´ par filtrage me´dian
dans une re´solution proche mais supe´rieure a` celle de l’IRM pour des raisons de temps
et de robustesse, sans perdre en qualite´ pour l’estimation du recalage. A la fois sur le
volume photographique mais aussi sur le volume IRM, les images ont e´te´ segmente´es de
telle manie`re que seul le cerveau apparaisse, sans le craˆne, le tronc ou le cervelet. De
cette manie`re, les risques de perturbations et de de´formations errone´es sont minimise´s.
Toutefois, les re´sultats de cette initialisation rigide, qui apparaissent en Figure 3.17, sont
pre´sente´s avec l’IRM non segmente´e pour mieux diffe´rencier chaque modalite´.
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Photographie IRM fusion
Fig. 3.17 – Recalage rigide d’initialisation du volume photographique avec l’IRM pour les
babouins I (incidences coronale 1), axiale 2) et sagittale 3) ) et II (incidences coronale 4),
axiale 5) et sagittale 6) ). La photographie est en fausses couleurs vertes dans les images
de fusion. Des diffe´rences de volume importantes sont visibles.
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Photographie IRM fusion
Fig. 3.18 – Recalage rigide d’initialisation du volume photographique avec l’IRM pour
le macaque (incidences coronale 1), axiale 2) et sagittale 3) ). La photographie est en
fausses couleurs vertes dans les images de fusion. Des diffe´rences de volume importantes
sont visibles.
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Correction FFD
A partir de cette pre´paration des donne´es, une transformation FFD est estime´e du
volume photographique vers le volume IRM. La` encore, l’information mutuelle est utilise´e
comme crite`re de similarite´ a` optimiser. Nous avons opte´ pour une approche pyramidale
consistant a` augmenter graduellement le nombre de points de controˆle servant a` la pa-
rame´trisation de la transformation e´lastique. Pour les 2 cas que nous avons traite´s, nous
avons commence´ avec 4 points de controˆle par direction pour terminer avec 10. Cela per-
met de commencer par corriger les grandes de´formations de fac¸on robuste au de´but puis
peu a` peu de relaˆcher la contrainte, proche de la solution, pour affiner l’estimation de la
transformation.
Nous avons e´value´ les re´sultats au travers des images fusionne´es de l’IRM et du volume
photographique e´lastiquement transforme´. Une e´valuation des re´sultats prenant en compte
les principaux sillons, qui peut eˆtre trouve´e dans [DDC+03], montre que la correction FFD
ame´liore nettement la mise en correspondance des principaux sillons par rapport a` une
transformation rigide.
Les diffe´rences de volume global ont e´te´ nettement corrige´es par la transformation
e´lastique. Un compromis sur le nombre de points de controˆle a e´te´ trouve´ permettant
un recalage correct des principales structures tout en e´vitant des de´formations locales
aberrantes (voir Figure 3.19).
La transformation FFD a donc permis de corriger de fac¸on satisfaisante les de´forma-
tions tridimensionnelles du volume photographique du cerveau des 2 babouins traite´s.
Application des transformations au volume histologique
La transformation rigide d’initialisation ainsi que la correction e´lastique FFD ont en-
suite e´te´ directement applique´es au volume histologique marque´. En effet, le volume his-
tologique marque´ ayant e´te´ rendu tre`s similaire au volume photographique par l’e´tape
de coalignement par transformation birigide, la correction estime´e sur l’un correspond a`
l’autre.
C’est ce que semblent nous confirmer la Figure 3.21 pour l’initialisation rigide et
la Figure 3.23 corrige´e par de´formation FFD, ou` l’on peut constater que les diffe´rences
de volume de l’histologie par rapport a` l’IRM sont corrige´es et que la superposition des
structures internes est nettement ame´liore´e.
La mise en correspondance des coupes histologiques marque´es avec l’IRM de deux
cerveaux de babouins a donc e´te´ re´alise´e. Le volume histologique marque´ obtenu apre`s
l’ensemble de ces transformations pre´sente une cohe´rence tridimensionnelle tant spatiale
qu’iconique et sa configuration ge´ome´trique est celle du cerveau in vivo : il constitue a` ce
titre une nouvelle modalite´ tridimensionnelle a` part entie`re que nous avons donc appele´e
Imagerie Post Mortem ou IPM. Son exploitation peut eˆtre mene´e au meˆme titre que
n’importe quelle modalite´ in vivo intrinse`quement tridimensionnelle comme l’IRM. En
particulier, il est possible de segmenter les structures en 3D.
Re´sultats morphome´triques
Nous avons ensuite mene´ une e´tude volumique globale dans le but d’estimer le pourcen-
tage de contraction du cerveau post mortem reconstruit a` partir des coupes histologiques
et le cerveau dans sa ge´ome´trie in vivo repre´sente´ par l’IRM. Les tableau 3.1 et 3.2
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2)
3)
4)
5)
6)
Photographie IRM fusion
Fig. 3.19 – Correction de de´formation du volume photographique par transformation FFD
vers l’IRM pour les babouins I (incidences coronale 1), axiale 2) et sagittale 3) ) et II
(incidences coronale 4), axiale 5) et sagittale 6) ). La photographie est en fausses couleurs
vertes dans les images de fusion. Les principales diffe´rences de volume sont corrige´es.
92
1)
2)
3)
Photographie IRM fusion
Fig. 3.20 – Correction de de´formation du volume photographique par transformation FFD
vers l’IRM pour le macaque (incidences coronale 1), axiale 2) et sagittale 3) ). La photo-
graphie est en fausses couleurs vertes dans les images de fusion. Les principales diffe´rences
de volume sont corrige´es.
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1)
2)
3)
4)
5)
6)
Histologie IRM fusion
Fig. 3.21 – Recalage d’initialisation du volume histologique avec l’IRM en utilisant la
transformation estime´e pour le volume photographique pour les babouins I et II respecti-
vement (incidences coronale 1) et 4), axiale 2) et 5), et sagittale 3) et 6) ). L’histologie
est en fausses couleurs orange´es dans les images de fusion. Des diffe´rences de volume
importantes sont visibles. 94
1)
2)
3)
Hybride IRM fusion
Fig. 3.22 – Recalage d’initialisation du volume histologique avec l’IRM en utilisant la
transformation estime´e pour le volume photographique pour le macaque (incidences coro-
nale 1), axiale 2) et sagittale 3) ). L’histologie est en fausses couleurs orange´es dans les
images de fusion. Des diffe´rences de volume importantes sont visibles.
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3)
4)
5)
6)
Histologie IRM fusion
Fig. 3.23 – Correction de de´formation du volume histologique en utilisant la transfor-
mation FFD estime´e entre le volume photographique et l’IRM pour les babouins I et II
respectivement (incidences coronale 1) et 4), axiale 2) et 5), et sagittale 3) et 6) ). L’histo-
logie est en fausses couleurs orange´es dans les images de fusion. Les principales diffe´rences
de volume sont e´galement corrige´es. 96
1)
2)
3)
Hybride IRM fusion
Fig. 3.24 – Correction de de´formation du volume histologique hybride en utilisant la
transformation FFD estime´e entre le volume photographique et l’IRM pour le macaque
(incidences coronale 1), axiale 2) et sagittale 3) ). L’histologie est en fausses couleurs
orange´es dans les images de fusion. Les principales diffe´rences de volume sont e´galement
corrige´es.
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synthe´tisent les re´sultats obtenus pour les babouins I et II. Notons que pour le babouin
II, l’IRM post mortem n’a pas e´te´ re´alise´e et que les donne´es e´tant le´ge`rement de moins
bonne qualite´, la segmentation entre matie`re blanche et matie`re grise s’est ave´re´e moins
pre´cise (d’ou` des pourcentages de contraction pour ces deux tissus tre`s diffe´rents de ceux
du babouin I).
Pour des raisons de qualite´ et de disponibilite´ des donne´es, tous les meˆmes parame`tres
n’ont pas pu eˆtre calcule´s pour les deux animaux (IRM post mortem non disponible et
donne´es histologiques de moins bonne qualite´ ).
Volume (cm3)
Coefficient de
contraction
IRM VIRM = 132 1
IRM matie`re blanche VIRMB = 60 1
IRM matie`re grise VIRMG = 72 1
IRM post mortem vIRM = 124 0.94
Volume histologique
cerveau total (avant
FFD)
vhisto = 113 0.85
Volume histologique
cerveau total (apre`s
FFD)
Vhisto = 135 1.02
Tab. 3.1 – Volumes et coefficients de contraction calcule´s pour le cerveau entier, uni-
quement la matie`re blanche et uniquement la matie`re grise, dans sa ge´ome´trie originale
(repre´sente´e par l’IRM), dans sa ge´ome´trie post mortem et apre`s correction e´lastique de
la contraction propre a` l’histologie pour le babouin I.
Nous pouvons noter que le pourcentage de contraction total du cerveau post mortem
par rapport au cerveau in vivo semble stable et de l’ordre de 15% pour les deux animaux
traite´s.
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Volume (cm3)
Coefficient de
contraction
IRM cerveau total VIRM = 143 1
IRM matie`re blanche VIRMB = 41 1
IRM matie`re grise VIRMG = 102 1
Volume histologique
cerveau total (avant
FFD)
vhisto = 122 0.85
Volume histologique
cerveau total (apre`s
FFD)
Vhisto = 138 0.97
Tab. 3.2 – Volumes et coefficients de contraction calcule´s pour le cerveau dans sa ge´ome´-
trie originale (repre´sente´e par l’IRM) et dans sa ge´ome´trie post mortem pour le babouin
II.
Pre´cision de la de´formation FFD
Pour les de´formations estime´es par FFD, il est encore plus difficile que pour les trans-
formations affines d’estimer la pre´cision des recalages effectue´s puisque la transformation
n’est pas globale. La de´formation peut eˆtre de tre`s bonne pre´cision dans une re´gion de
l’image et peu pre´cise ailleurs. Estimer une erreur moyenne ne renseignerait pas pre´cise´-
ment sur la qualite´ de la de´formation.
Quelques travaux se sont penche´s sur la pre´cision d’un recalage : [GBR+99] en utilisant
des repe`res anatomiques place´s manuellement, [FGB+99] pour des recalages 2D de coupes
histologiques, [HBC+03] en utilisant principalement les sillons extraits automatiquement
et re´cemment [CGH04] qui propose une me´thode automatique utilisant l’image re´siduelle.
L’e´tude des grilles de de´formation pour les de´formations non affines est d’un grand
inte´reˆt pour e´valuer la pertinence de la transformation. L’extraction manuelle de re´gions
d’inte´reˆt et l’examen de l’ame´lioration de la mise en correspondance locale de chacune
des structures extraites paraˆıt une des me´thodes les plus efficaces pour l’e´valuation. Nous
nous sommes restreints ge´ne´ralement a` une analyse visuelle en fusion des images recale´es,
ce qui ne constitue pas une e´valuation suffisante pour comparer des me´thodes diffe´rentes
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par exemple, mais permet d’appre´cier malgre´ tout de fac¸on qualitative la pre´cision de
l’estimation (voir e´galement encore l’e´tude concernant le babouin I sur la qualite´ de mise
en correspondance des contours et des sillons de´crite dans [DDC+03]).
Nous pre´sentons en Figure 3.25 une validation supple´mentaire pour le macaque : il
s’agit de la superposition des contours extraits de l’IRM avec le volume hybride histologie-
photographie avant et apre`s correction FFD afin de pouvoir appre´cier l’efficacite´ du reca-
lage. La re´gularite´ de la transformation FFD peut e´galement eˆtre appre´cie´e sur la Figure
3.26 qui repre´sente la de´formation d’une grille re´gulie`re en fusion avec l’image du volume
hybride toujours chez le macaque.
I)
II)
vue coronale vue axiale vue sagittale
Fig. 3.25 – Images de fusion entre les contours de l’IRM et l’image hybride histologie-
photographie pour le macaque avec simple initialisation rigide I et apre`s correction FFD
II) sous les 3 incidences (volume hybride en fausses couleurs arc-en-ciel).
3.5 Constitution d’un atlas du thalamus
3.5.1 Histologie et noyaux thalamiques
Capacite´ de diffe´renciation de l’histologie marque´e
La nouvelle modalite´ IPM pre´sente la caracte´ristique d’eˆtre extreˆmement re´solue. Les
volumes histologiques de cette e´tude ont e´te´ de´grade´s a` une re´solution de´ja` excellente de
0.1× 0.1× 0.72mm pour pouvoir eˆtre manipule´s plus aise´ment, mais ils ont en re´alite´ e´te´
acquis a` une re´solution 5 fois supe´rieure dans le plan, et potentiellement 18 fois supe´rieure
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vue coronale vue axiale vue sagittale
Fig. 3.26 – Superposition d’une grille re´gulie`re avec l’image hybride histologie-
photographie pour le macaque apre`s de´formation FFD sous les 3 incidences (volume hy-
bride en fausses couleurs arc-en-ciel). La transformation ne pre´sente pas de singularite´s.
en Z. Il n’y a pas de limite a` la re´solution d’acquisition : des informations microscopiques
peuvent parfaitement eˆtre tire´es de ces coupes (voir la partie ”Du micro au macro” du
chapitre 5). Outre la re´solution, l’e´tude sur coupes marque´es apporte des possibilite´s de
diffe´renciation des structures tre`s fines extreˆmement varie´es, par des colorations adapte´es,
qu’aucune autre modalite´ in vivo ne peut e´galer a` l’heure actuelle.
Ainsi, le thalamus qui est une structure centrale du cerveau, relais de la plupart des
connexions internes, se divise en diffe´rents noyaux pour le moment non de´celables pre´cise´-
ment sur aucune modalite´ in vivo. Par contre, ces noyaux peuvent tre`s bien eˆtre distingue´s
sur les coupes marque´es, et donc sur l’IPM.
Inte´reˆt de la cre´ation d’un atlas du thalamus
La connaissance de la subdivision en noyaux est particulie`rement inte´ressante dans les
cas d’Accidents Vasculaires Ce´re´braux (AVC) par exemple, ou` seuls les noyaux relie´s a`
la re´gion attaque´e peuvent eˆtre touche´s (voir [HMP+05] et chapitre 4). Une information
pre´cise sur la subdivision du thalamus en noyaux serait d’une grande utilite´ pour ame´liorer
le diagnostic et de´cider de strate´gies the´rapeutiques dans les AVC, en particulier pour
l’administration d’anticoagulant.
Un autre champ d’application important concerne la mise au point de ligands spe´-
cifiques pour les examens TEP pour pouvoir e´tudier les re´cepteurs nicotiniques. Or le
thalamus est une structure ou` la densite´ des re´cepteurs nicotiniques est particulie`rement
importante, et diffe´rente d’un noyau a` l’autre. L’e´tude de cette densite´ in vivo intervient
dans la compre´hension et la de´tection pre´coce des maladies neurode´ge´ne´ratives, dans le
but de proposer des traitements efficaces. Ceci est actuellement impossible sur les moda-
lite´s in vivo.
Enfin, des applications concernant la localisation d’activation en IRM fonctionnelle
sont e´galement inte´ressantes. Voila` pourquoi nous avons de´cide´ de cre´er un atlas du tha-
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lamus sur le volume IPM utilisable in vivo.
3.5.2 Segmentation manuelle sur coupes
De l’atlas papier vers l’atlas 3D
Les re´gions correspondant aux diffe´rents noyaux du thalamus ont e´te´ trace´es manuelle-
ment par un expert en se basant sur un atlas papier ([PHT00]) directement sur les coupes
histologiques marque´es, coaligne´es avec les photographies. Une segmentation automatique
de ces structures est tre`s difficilement envisageable compte tenu de leur complexite´ : le
regard expe´rimente´ d’un expert paraˆıt indispensable. Le logiciel Anatomist de´veloppe´ au
Service Hospitalier Fre´de´ric Joliot, CEA, Orsay ([RRC+03]) a e´te´ utilise´ pour ces segmen-
tations : il permet notamment d’associer le nom de la structure segmente´e a` la re´gion
d’inte´reˆt. En effet, a` ce stade, nous avons pu profiter de la cohe´rence tridimensionnelle
apporte´e par le coalignement birigide pour pouvoir ve´rifier la qualite´ des segmentations
dans toutes les incidences (voir Figure 3.27). Nous avons choisi par contre de ne pas ef-
fectuer la segmentation sur l’IPM re´e´chantillonne´e tridimensionnellement vers l’IRM car
nous voulions travailler sur les coupes avant le re´e´chantillonnage e´lastique 3D pour plus
de pre´cision.
Noyaux segmente´s
Il existe une quinzaine de noyaux thalamiques. Certains sont tre`s petits et leur segmen-
tation n’aurait pas de sens dans le cadre d’une mise en correspondance avec une modalite´
in vivo du fait de la re´solution. C’est pourquoi nous n’avons garde´ que les principaux, a`
savoir, avec les couleurs associe´es : le groupe ante´rieur (en rose), le groupe me´dio late´ral
(en bleu fonce´), le noyau ge´nicule´ late´ral (en bleu clair), le noyau me´dio dorsal (en vert
clair), le noyau ge´nicule´ me´dian (en vert fonce´), le pulvinar (en jaune) et le groupe ventral
ante´rieur (en rouge) soit 7 noyaux.
3.5.3 L’atlas du thalamus amene´ sur l’IRM
Les transformations 3D estime´es pre´ce´demment, a` savoir l’initialisation rigide et la
transformation FFD, ont ensuite e´te´ applique´es a` l’ensemble des re´gions trace´es sur les
coupes histologiques marque´es. Le re´e´chantillonnage de l’atlas est effectue´ de la fac¸on
suivante :
– chacune des 7 re´gions est extraite de l’image de labels globale de fac¸on a` obtenir 7
images binaires diffe´rentes comportant une seule re´gion chacune au niveau de gris
100,
– chaque image binaire de re´gion est re´e´chantillonne´e individuellement en utilisant
une interpolation triline´aire classique, donnant lieu a` 7 images en niveaux de gris
compris entre 0 et 100 (non binaires),
– chaque image en niveau de gris est seuille´e pour ne garder que les voxels d’intensite´
supe´rieure a` 50 (valeur moitie´ classique pour le re´e´chantillonnage d’image binaire),
– une compe´tition est re´alise´e entre ces 7 images seuille´es pour constituer une seule
image comportant en chaque voxel le label de l’image de re´gion avec l’intensite´ la
plus e´leve´e en ce point.
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I)
II)
vue coronale vue axiale vue sagittale
Fig. 3.27 – Segmentation manuelle par un expert des principaux noyaux thalamiques
superpose´e au volume histologique pour les babouins I et II, sous les 3 incidences (groupe
ante´rieur en rose, groupe me´dio late´ral en bleu fonce´, noyau ge´nicule´ late´ral en bleu clair,
le noyau me´dio dorsal en vert clair, le noyau ge´nicule´ me´dian en vert fonce´, le pulvinar
en jaune et le groupe ventral ante´rieur en rouge).
vue coronale vue axiale vue sagittale
Fig. 3.28 – Segmentation manuelle par un expert des principaux noyaux thalamiques
superpose´e au volume histologique pour le macaque, sous les 3 incidences (groupe ante´rieur
en rose, groupe me´dio late´ral en bleu fonce´, noyau ge´nicule´ late´ral en bleu clair, le noyau
me´dio dorsal en vert clair, le noyau ge´nicule´ me´dian en vert fonce´, le pulvinar en jaune
et le groupe ventral ante´rieur en rouge).
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De cette fac¸on, nous obtenons les segmentations dans la configuration ge´ome´trique in
vivo de l’IRM. La superposition des re´gions ainsi obtenues sur l’IRM permet de ve´rifier
la bonne correspondance des contours externes du thalamus discernables sur l’IRM avec
les contours externes de l’atlas (voir Figure 3.29). Ainsi, cet atlas permet de superposer
les re´gions de´finies sur coupes histologiques, avec une de´finition adapte´e a` l’identification
des noyaux thalamiques, sur l’IRM en 3D (voir Figure 3.31).
3.6 Validite´ de l’utilisation de l’atlas avec d’autres
sujets
3.6.1 Pre´cision histologique sans sacrifice ?
Chacun des atlas re´alise´s pre´ce´demment permet d’obtenir une information tre`s fine
sur le cerveau du babouin sur lequel il a e´te´ trace´. Mais le protocole pour l’obtention de
ces atlas est lourd et ne´cessite le sacrifice des animaux. C’est pourquoi une ide´e naturelle
est de vouloir de´former un des atlas re´alise´s, ou une moyenne des deux, pour s’adapter
a` l’IRM d’un babouin quelconque. Il s’agit donc d’effectuer un recalage inter-individus
entre l’IRM correspondant a` l’atlas et l’IRM du babouin sur lequel on voudrait l’adapter.
C’est une de´marche qui est assez fre´quemment re´alise´e dans la litte´rature avec les atlas.
La question sous-jacente reste pourtant de savoir dans quelle mesure il est pertinent de
de´former un atlas re´alise´ sur un individu particulier vers un individu quelconque.
3.6.2 Trois transformations pour adapter l’atlas
Recalage inter-individus des IRMs
Pour re´pondre a` cette question, nous avons applique´ cette de´marche aux babouins
de cette e´tude. C’est-a`-dire que nous avons estime´ une transformation entre l’IRM du
babouin II, sur lequel l’atlas que l’on souhaite tester a e´te´ re´alise´, et l’IRM du babouin I,
sur lequel on voudrait l’utiliser. Nous avons teste´ 3 types de transformation : rigide, affine
et FFD. Les re´sultats de ces recalages sont pre´sente´s en Figure 3.32.
Application a` l’atlas
Nous avons ensuite de´forme´ l’atlas du babouin II vers le babouin I a` l’aide des transfor-
mations estime´es entres les IRMs pour pouvoir comparer l’atlas de´forme´ a` l’atlas propre.
Ceci est bien suˆr rendu possible car le babouin I vers lequel l’atlas est de´forme´ posse`de
lui-meˆme son propre atlas, re´alise´ sur l’histologie et donc servant de re´fe´rence. Nous avons
teste´ les 3 types de transformations pour cela : rigide, affine et transformation FFD. Les
re´sultats sont pre´sente´s en Figure3.33.
3.6.3 E´valuation de la qualite´ de superposition
Score de superposition
Pour e´valuer la qualite´ de l’adaptation de l’atlas de´forme´ a` l’individu, nous avons
calcule´ un score de superposition avec l’atlas propre. Ce score S(i,j), calcule´ entre les
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I)
II)
vue coronale vue axiale vue sagittale
Fig. 3.29 – Visualisation de l’IRM in vivo (lignes 1 et 3) et de l’atlas du thalamus en
superposition sur l’IRM (lignes 2 et 4) sous les 3 incidences pour les babouins I et II.
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noyaux Ni et Nj, est de´fini de la fac¸on suivante (card(N) de´signe le cardinal de l’ensemble
N) :
S(i, j) =
card(Ni ∩Nj)
card(Ni ∪Nj)
Ce calcul de score est classique pour e´valuer la superposition d’un ensemble de struc-
tures entre elles ([CRJ+04]). Pour l’ensemble des 7 noyaux du thalamus de l’atlas entre
eux, ce score a e´te´ calcule´, donnant lieu a` une matrice 7× 7 pour chaque transformation
regroupant tous les re´sultats pre´sente´s dans le Tableau 3.3 (chaque label regroupe les
noyaux droit et gauche).
Re´sultats
Ce tableau montre une ame´lioration notable de la superposition entre la transformation
rigide et la transformation affine, mais ce phe´nome`ne est beaucoup moins net entre la
transformation affine et la transformation FFD. En effet, comme nous l’avons remarque´
pre´ce´demment, la correction estime´e est globale et plus particulie`rement influence´e par
les diffe´rences importantes entre les volumes a` recaler. Or, les plus grosses diffe´rences se
situent au niveau du cortex, et non au niveau des structures centrales comme le thalamus,
qui sont assez stables entre deux individus similaires. Pour certaines structures meˆme, la
superposition est moins bonne avec la transformation e´lastique qu’avec l’affine.
En conclusion de cette e´tude, nous pouvons dire que, plus le nombre de degre´s de
liberte´ de la transformation est important, meilleure est la mise en correspondance de fac¸on
globale. Ne´anmoins, le be´ne´fice apporte´ par l’utilisation de transformations e´lastiques par
rapport aux transformations affines n’est pas ve´ritablement significatif pour amener l’atlas
d’un sujet particulier dans la ge´ome´trie d’un sujet quelconque. Graˆce a` cette e´tude, nous
allons pouvoir utiliser l’IPM, ainsi que les atlas cre´e´s graˆce a` l’IPM, pour valider des
techniques de segmentations re´alise´es sur imagerie de diffusion in vivo.
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Noyaux 1 2 3 4 5 6 7
1 0.175 0.000 0.002 0.000 0.001 0.000 0.000
2 0.000 0.127 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 0.025 0.000 0.478 0.000 0.056 0.002 0.006
4 0.000 0.007 0.000 0.221 0.000 0.000 0.006
5 0.068 0.000 0.158 0.000 0.213 0.012 0.017
6 0.000 0.050 0.003 0.009 0.003 0.433 0.055
7 0.013 0.000 0.015 0.000 0.033 0.00 0.543
Transformation Rigide
Noyaux 1 2 3 4 5 6 7
1 0.234 0.000 0.007 0.000 0.003 0.000 0.000
2 0.000 0.391 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 0.017 0.000 0.497 0.000 0.053 0.009 0.003
4 0.000 0.015 0.000 0.318 0.000 0.000 0.001
5 0.037 0.000 0.146 0.000 0.281 0.016 0.013
6 0.000 0.032 0.001 0.015 0.001 0.503 0.041
7 0.011 0.000 0.019 0.000 0.042 0.006 0.606
Transformation Affine
Noyaux 1 2 3 4 5 6 7
1 0.324 0.000 0.006 0.000 0.005 0.000 0.010
2 0.000 0.461 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 0.004 0.000 0.524 0.000 0.084 0.007 0.009
4 0.000 0.014 0.000 0.350 0.000 0.000 0.000
5 0.022 0.000 0.101 0.002 0.307 0.014 0.032
6 0.000 0.033 0.002 0.012 0.001 0.497 0.041
7 0.001 0.000 0.007 0.001 0.027 0.004 0.584
Transformation FFD
Tab. 3.3 – Score de superposition des diffe´rents noyaux entre eux de l’atlas du babouin
II recale´ sur l’atlas du babouin I par 3 types de transformations. La correspondance des
nume´ros avec les noms des noyaux et les couleurs de la Figure 3.33 est la suivante :
1 pour groupe ante´rieur (rose), 2 pour noyau ge´nicule´ late´ral (bleu clair), 3 pour noyau
me´dio dorsal (vert clair), 4 pour noyau ge´nicule´ me´dian (vert fonce´), 5 pour groupe me´dio
late´ral (bleu fonce´), 6 pour pulvinar (jaune) et 7 pour groupe ventral ante´rieur (rouge).
Le score de superposition des meˆmes noyaux est indique´ en gras.
107
vue coronale vue axiale vue sagittale
Fig. 3.30 – Visualisation de l’IRM in vivo (lignes 1) et de l’atlas du thalamus en super-
position sur l’IRM (lignes 2) sous les 3 incidences pour le macaque.
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I)
II)
mac)
Atlas 3D Atlas sur l’IRM 3D
Fig. 3.31 – Rendus tridimensionnels de l’atlas des noyaux du thalamus et du reposition-
nement dans l’IRM pour les babouins I et II et pour le macaque (mac).
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Transformation RIGIDE
Transformation AFFINE
Transformation FFD
Vue coronale Vue axiale Vue sagittale
Fig. 3.32 – Images de fusion suivant 3 incidences pre´sentant le recalage entre le babouin
II (en fausses couleurs orange´es, cerveau segmente´) et le babouin I (IRM comple`te) par
3 types de transformations au nombre de degre´s de liberte´ croissants : rigide, affine et
FFD. La qualite´ de la mise en correspondance croˆıt globalement avec le nombre de degre´s
de liberte´ (diffe´rences principalement visibles en incidence axiale dans la re´gion du cortex
frontal).
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Transformation RIGIDE
Transformation AFFINE
Transformation FFD
Vue coronale Vue axiale Vue sagittale
Fig. 3.33 – Superposition de l’atlas re´alise´ sur le babouin II de´forme´ sur l’IRM du babouin
I par les transformations aux degre´s de liberte´ croissants (groupe ante´rieur en rose, groupe
me´dio late´ral en bleu fonce´, noyau ge´nicule´ late´ral en bleu clair, le noyau me´dio dorsal
en vert clair, le noyau ge´nicule´ me´dian en vert fonce´, le pulvinar en jaune et le groupe
ventral ante´rieur en rouge.)
111
112
Chapitre 4
IRM de diffusion et segmentation du
thalamus
Nous parlerons d’abord dans cette partie de segmentation des noyaux thalamiques par
IRM de diffusion en rappelant les techniques propose´es jusqu’alors. Nous proposons e´ga-
lement une me´thode robuste originale de segmentation base´e sur l’information de diffu-
sion inspire´e des me´thodes existantes. Les segmentations re´alise´es chez 3 sujets humains
sains sont ainsi pre´sente´es. Cette me´thode in vivo est ensuite applique´e a` la segmentation
des groupes nucle´aires du thalamus chez un babouin. Les re´sultats obtenus sont ensuite
confronte´s a` un des deux atlas re´alise´s sur coupes histologiques marque´es au chapitre 3.
Approche par
connectivité
Atlas 3D
sur coupes
Confrontation...
Imagerie
post mortem (IPM)
Nouvelle
méthode
proposée
in vivo
IRM de Diffusion
Approche par
classification
Fig. 4.1 – Les principales e´tapes de ce chapitre.
113
4.1 Signal de diffusion et noyaux thalamiques
L’e´tude des donne´es d’IRM de diffusion est varie´e, depuis l’e´tude directe des cartes
d’anisotropie jusqu’aux traitements plus complexes comme le suivi de faisceaux de fibres.
4.1.1 Parcellisation du thalamus
Nous nous inte´ressons a` une branche un peu moins explore´e que le suivi de faisceaux
de fibres mais en plein essor : il s’agit de la segmentation de structures internes a` partir des
informations d’imagerie de diffusion. Nous allons plus particulie`rement nous consacrer aux
techniques concernant la sur-segmentation du thalamus qui est la structure du cerveau la
plus fre´quemment traite´e pour ce type d’applications.
En effet, c’est le lieu de terminaison de la plupart des voies sensitives et il pre´sente des
connexions avec le cervelet, le pallidum, le striatum et l’hypothalamus. Le thalamus re´alise
ainsi une fonction centrale puisqu’il fait partie de la plupart des syste`mes du cerveau.
Ces nombreuses connexions expliquent qu’il soit constitue´ de plusieurs groupes nucle´aires
de structures diffe´rentes (voir [Kah79] et Figure 4.2). La segmentation de ces groupes
nucle´aires a une importance pratique, puisque de nombreux troubles moteurs et des algies 1
sont traite´s par des interventions sur certains territoires particuliers du thalamus.
Il est possible de distinguer 4 grands groupes nucle´aires repre´sente´s en couleurs sur
la Figure 4.2 : le groupe nucle´aire ante´rieur (BD5) (en jaune), le groupe nucle´aire me´-
dial (BD6) (en rose), le groupe nucle´aire late´ral (CD7) (en bleu) et le groupe nucle´aire
poste´rieur (principalement BC8-9-10) (en blanc).
Pre´cisons que dans toutes les me´thodes pre´sente´es, le thalamus global est pre´alable-
ment segmente´ a` la main et le masque global obtenu est utilise´ pour lancer les segmen-
tations automatiques en sous-noyaux. Des me´thodes automatiques de segmentation du
thalamus global existent (voir [Pou99b] pour un exemple de me´thode et un e´tat de l’art)
mais ne font pas l’objet de cette partie.
4.1.2 E´tat de l’art
La structure nucle´aire du thalamus est corre´le´e a` ses diffe´rentes connections avec le
reste du cerveau. Le signal de diffusion donne en chaque point une information sur la
mobilite´ directionnelle des mole´cules d’eau. Cette mobilite´ de´pend de l’environnement
et en particulier de l’agencement local des fibres axonales. Le signal de diffusion serait
donc capable de fournir une signature caracte´ristique de certains territoires du thalamus.
Deux principales classes de me´thodes pour parvenir a` segmenter le thalamus a` partir des
donne´es de diffusion ont e´merge´ de cette ide´e.
Classification
Le premier type de me´thode consiste a` utiliser des classifieurs pour regrouper les voxels
du thalamus les plus similaires au sens d’une distance particulie`re. Pour cela, des attributs
sont choisis pour chaque voxel utilisant les donne´es de diffusion. La me´thode la plus
connue utilise comme attributs les coefficients du tenseur de diffusion (9 coefficients dont
6 inde´pendants) e´value´ en chaque voxel a` partir des images des directions (voir [BML94]
1Douleurs.
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A Coupe sagittale de cerveau humain : dissection des fibres (d’apre`s Ludwig et Klingler)
B Thalamus vue interne C vue externe D coupe axiale
Fig. 4.2 – Le´gende des figures : thalamus (A1) (entoure´ de rouge), pe´doncules thalamiques
ante´rieur (A2), supe´rieur (A3) et poste´rieurs (A4), groupe nucle´aire ante´rieur (BD5)
(en jaune), groupe nucle´aire me´dial (BD6) (en rose), groupe nucle´aire late´ral (CD7) (en
bleu), corps ge´nicule´ late´ral (BC8) et me´dial (BC9), le pulvinar (BC10), noyau re´ticu-
laire (BC11), lame me´dullaire interne (D12) et externe (D13), noyau centrome´dian (B14),
noyaux late´raux dorsal (C15) et poste´rieur (C16), noyaux ventraux ante´rieur (C17), late´-
ral (C18) et poste´rieur (C19). Cette planche anatomique est extraite de [Kah79] (p.167).
pour la de´finition du tenseur de diffusion), plus les coordonne´es spatiales et ope`re une
classification par la me´thode des k-means (consulter [HW79] pour une description des
k-means). La distance alors utilise´e est une combinaison line´aire entre la distance entre
tenseurs et la distance entre les coordonne´es spatiales de chaque voxel. La distance entre
tenseurs peut eˆtre la distance de Frobenius, la distance euclidienne classique mais aussi
une me´trique riemanienne (voir [PFA04] et [LRRF04]). La distance entre les coordonne´es
spatiales peut quant a` elle eˆtre la distance de Mahalanobis ou la distance euclidienne
classique par exemple.
L’article de [WTLW03] est sans doute le premier de´crivant ce type de me´thode : une
segmentation du thalamus en 14 noyaux par he´misphe`re de 4 sujets sains humains est
re´alise´e en utilisant des images ponde´re´es en diffusion a` 6 directions. Une comparaison
des centres de gravite´ des noyaux trouve´s par cette me´thode avec les centres de gravite´ des
noyaux de´duits d’un atlas histologique est effectue´e et les positions respectives semblent
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concorder.
Cependant, la compre´hension de l’information guidant re´ellement la segmentation dans
ce genre de me´thode hybride est de´licate car la part de l’initialisation et de la simple
information spatiale lors de la classification pre´vaut peut-eˆtre sur une re´elle utilisation de
l’information de diffusion. Cette question est d’autant plus inte´ressante pour les sujets a`
l’anatomie non standard. Ne´anmoins, meˆme si la possibilite´ de de´tecter des noyaux de
quelques voxels comme le noyau ventral ante´rieur est soumise a` question, l’ide´e initiale
d’utiliser les coefficients de diffusion comme attributs est tre`s inte´ressante et porteuse. Ce
type de me´thode sera qualifie´ d’approche par classification.
Connectivite´
Une deuxie`me classe de me´thodes utilise la connectivite´ ce´re´brale pour segmenter le
thalamus. Le principe en est le suivant : une parcellisation du cortex est re´alise´e (ma-
nuellement en ge´ne´ral) donnant lieu a` un ensemble de classes ayant un sens anatomique
et/ou fonctionnel. Les frontie`res repre´sente´es par les diffe´rents sillons de´limitant les aires
corticales sont notamment utilise´es pour cette parcellisation.
A partir de cette e´tape, les techniques de suivi de faisceaux de fibres (pour un exemple
de cette technique, voir [MCCvZ99]) sont utilise´es pour de´terminer a` quelles re´gions corti-
cales sont relie´s les diffe´rents voxels du thalamus. Chaque voxel du thalamus se voit donc
assigner le label de la re´gion corticale a` laquelle il est relie´, donnant lieu a` une classification
du thalamus en sous-structures.
L’article de re´fe´rence de´crivant ce type de me´thode base´ sur la connectivite´ ce´re´brale
est probablement celui de [BJBW+03]. Dans ces travaux, une me´thode spe´ciale de suivi de
fibres probabilistes est utilise´e pour pouvoir progresser dans la matie`re grise. Les voxels
du thalamus se voient assigner une probabilite´ de connexion avec chacune des re´gions
corticales, et la re´gion a` la probabilite´ la plus e´leve´e l’emporte pour leur labellisation.
Dans ces travaux, la parcellisation du cortex est manuelle : 4 puis 7 re´gions sont de´limite´es
correspondant a` des sites de connexion connus du thalamus. La segmentation obtenue est
assez stable sur 8 sujets et semble ressembler a` la segmentation en groupes nucle´aires d’un
atlas papier.
La dualite´ entre noyaux histologiques du thalamus et classes de connectivite´ n’est pas
e´vidente : plusieurs noyaux diffe´rents pourraient projeter dans la meˆme re´gion corticale
et inversement, un noyau seul pourrait projeter dans plusieurs re´gions corticales. En fait,
le re´sultat de´pend beaucoup de la parcellisation du cortex, qui reste manuelle dans cette
e´tude visant initialement plus a` e´tablir les connexions thalamo-corticales qu’a` segmenter
les noyaux du thalamus. Notons en outre que les techniques de suivi de fibres a` la base
de ces me´thodes ne sont pas elles meˆme re´ellement valide´es. Cette me´thode de segmen-
tation est cependant tre`s inte´ressante d’autant que les re´sultats exploitent pleinement et
uniquement (a` part pour la parcellisation corticale) l’information de diffusion. Ce type de
me´thode sera qualifie´ d’approche par connectivite´.
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4.2 Une nouvelle me´thode robuste de segmentation
par classification
Nous proposons a` pre´sent notre propre me´thode de segmentation par classification qui
peut eˆtre conside´re´e comme une variante de la premie`re me´thode de´crite pre´ce´demment
([WTLW03]). Cette me´thode a fait l’objet de la communication [DFC+02].
4.2.1 Individus
Avant de parler de la classification a` proprement parler, nous pre´sentons le formatage
des donne´es. Des traitements pre´liminaires applique´s aux images de diffusion que nous
allons conside´rer permettent d’estimer en chaque voxel le tenseur de diffusion de fac¸on
robuste ([MPC+02]).
Syme´trisation des donne´es de diffusion
Le cerveau, a` quelques re´gions pre`s, pre´sente une forte syme´trie par rapport au plan
inter-he´misphe´rique. Les deux thalamus, et leur subdivision en noyaux, ne font pas excep-
tion a` cette constatation, comme nous avons pu le voir dans les atlas constitue´s a` partir
des coupes histologiques du chapitre 3. Cela signifie que les caracte´ristiques tensorielles
et ge´ome´triques d’un point du thalamus droit et du point syme´trique dans le thalamus
gauche sont tre`s semblables, aux inversions de direction pre`s.
Nous allons exploiter cette proprie´te´ pour doubler le nombre d’individus par classe dans
la classification et donc gagner en robustesse. Pour cela, nous devons d’abord rechercher la
matrice de changement de base qui permet de redresser l’image, c’est-a`-dire de superposer
son plan inter-he´misphe´rique avec le plan x=dimX/2, ou` dimX de´signe la dimension selon
la direction ~X de l’image. En effet, les proprie´te´s de syme´trie ne se manifestent de fac¸on
claire que lorsque l’un des axes (l’axe ~X dans notre cas) de la base orthogonale dans
laquelle les grandeurs sont exprime´es est normal au plan de syme´trie.
Pour estimer cette matrice de changement de base P, on se reportera a` la section 3.2.2
du chapitre 3 et aux travaux de [POA02]. Nous exprimons le tenseur de diffusion D de
chaque voxel (x, y, z) dans la nouvelle base. Si l’on note DB(x, y, z) le tenseur de diffusion
exprime´ dans la base initiale B, et DB′(x, y, z) le meˆme tenseur exprime´ dans la nouvelle
base B′, on a :
DB′(x, y, z) = P−1DB(x, y, z)P
Apre`s cette ope´ration de changement de base, le plan inter-he´misphe´rique qui se´pare le
cerveau, et donc les deux thalamus, en deux parties les plus syme´triques possibles devient
normal a` l’axe ~X. Par conse´quent, les tenseurs d’un point du thalamus droit et de son
syme´trique ge´ome´trique par rapport a` ce plan dans le thalamus gauche deviennent donc
identiques aux signes pre`s. Il suffit alors de changer le signe des termes du tenseur relatifs
a` l’axe X pour qu’ils soient comparables. Dans le tenseur ci dessous, nous repre´sentons en
gras les termes qui sont oppose´s dans les tenseurs des points des thalamus droit et gauche
et que nous modifions arbitrairement pour le thalamus gauche :
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[D] =
 Dxx Dxy DxzDyx Dyy Dyz
Dzx Dzy Dzz

Rappelons que la matrice carre´e repre´sentant le tenseur de diffusion est syme´trique
(au sens alge´brique du terme) e´tant donne´ que la direction mais pas le sens de diffusion
est mesurable uniquement. Par conse´quent, nous avons : Dxy = Dyx et Dxz = Dzx. Le
terme Dxx n’est pas modifie´ car la direction ~X n’est pas change´e par syme´trie par rapport
au plan x=dimX/2.
De fac¸on a` ce que les attributs de position spatiale soient e´galement comparables
dans les deux thalamus, nous les exprimons en coordonne´es barycentriques dans chaque
thalamus, puis nous changeons le signe de la coordonne´e x pour les voxels du thalamus
gauche e´galement.
Les vecteurs V (x, y, z) ainsi pre´pare´s constituent les individus donne´s a` classifier. Cette
technique permet donc d’ope´rer la segmentation des deux thalamus en une seule fois.
Ponde´ration tenseur et coordonne´es spatiales
Le vecteur d’attributs V (x, y, z) que nous conside´rons alors pour le voxel de coordon-
ne´es (x,y,z) est le suivant :
V (x, y, z) = α ·

Dxx
Dyy
Dzz
Dxy
Dxz
Dyz
0
0
0

+ β ·

0
0
0
0
0
0
x
y
z

Les coefficients α et β permettent de ponde´rer la contribution de chacun des termes.
Ainsi nous pouvons controˆler l’influence de l’information d’inte´reˆt, a` savoir la diffusion
susceptible de diffe´rencier les groupes nucle´aires, par rapport a` la simple re´gularisation
spatiale.
Notons que les attributs de coefficients de diffusion et de positions ayant des ordres
de grandeur tre`s diffe´rents, il est ne´cessaire de les normaliser pour pouvoir calculer des
distances entre individus qui ont un sens. Les 6 coefficients de diffusion de tous les individus
sont donc normalise´s par le coefficient de plus grande valeur absolue rencontre´. De meˆme,
les coordonne´es spatiales sont normalise´es par la position de valeur absolue la plus e´leve´e
rencontre´e parmi tous les individus conside´re´s. La valeur absolue des attributs, aussi bien
relatifs aux tenseurs qu’aux coordonne´es spatiales, se retrouve donc entre 0 et 1.
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4.2.2 Classification
Cartes auto-organisatrices de Kohonen
Nous avons utilise´ les cartes auto-organisatrices de Kohonen ([Koh84]) comme classi-
fieur a` la place des k-means.
Le principe en est le suivant : les donne´es a` classifier sont pre´sente´es sous forme de
vecteurs d’attributs dans l’espace des donne´es. Un certain nombre n de vecteurs appele´s
vecteurs codes et note´s Ci, 1 ≤ i ≤ n, sont tire´s ale´atoirement dans l’espace des donne´es :
ces vecteurs codes vont repre´senter les diffe´rentes classes. A chaque vecteur code Ci est
associe´ un noeud Ni dans un espace dual, ge´ne´ralement a` 1 ou 2 dimensions. Ces noeuds
sont organise´s sous la forme d’une grille re´gulie`re (rectangulaire, hexagonale) : de la forme
de cette grille de´pendent les relations de voisinage des noeuds. La classification s’effectue
de la manie`re suivante a` l’ite´ration t : un vecteur x de l’espace des donne´es est pre´sente´
a` l’ensemble des vecteurs codes Ci, le vecteur code Ci0 dont x est le plus proche au sens
d’une distance d donne´e transmet sa classe a` x. Les vecteurs codes Ci sont alors mis a`
jour de la manie`re suivante :
Ci = Ci + δ(i, i0, t)ε(t)(x− Ci)
ε(t) est ce que l’on appelle classiquement le pas d’apprentissage, il de´croˆıt avec t. Le
terme δ(i, i0, t), qui de´croˆıt e´galement avec t, repre´sente une fonction de voisinage qui vaut
1 pour i = i0 et qui de´croˆıt plus le noeud i est e´loigne´ du noeud i0 dans la grille associe´e
aux vecteurs codes. La Figure 4.3 illustre une e´tape d’apprentissage de cet algorithme.
C’est dans cette notion de voisinage dans la grille, appele´e e´galement carte auto-
organisatrice de Kohonen, que re´side l’originalite´ de la me´thode. A` l’issue d’un grand
nombre d’ite´rations, il s’e´tablit une sorte de somatotopie 2 entre l’espace des donne´es et la
carte, a` l’image de l’organisation des neurones dans le cerveau. Notons que la convergence
de la me´thode est e´tablie pour les grilles mono-dimensionnelles seulement. Ce principe
influence la structuration de la classification en amenant les classes voisines dans la carte
a` se ressembler. Cela favorise la formation de groupes de vecteurs codes (et donc de classes)
similaires qui forment des me´ta-classes.
Classification ascendante hie´rarchique
Cette proprie´te´ d’agre´gation des classes semblables est exploite´e par l’e´tape suivante
qui va chercher a` de´terminer ces me´ta-classes. Pour cela, nous ope´rons une classification
ascendante hie´rarchique sur les vecteurs codes obtenus a` la fin des ite´rations. Cela consiste
a` construire un dendogramme, c’est-a`-dire un arbre de fusion des classes (voir Figure 4.4).
Le principe en est le suivant : a` la premie`re e´tape, a` partir des n vecteurs codes
re´sultant de la classification de Kohonen, la distance inter-classe est calcule´e entre tous
les vecteurs codes, et les 2 classes les plus proches sont fusionne´es. A l’e´tape suivante, une
nouvelle classe constitue´e de ces 2 vecteurs les remplace et ce sche´ma est re´pe´te´ jusqu’a`
ce que toutes les classes soient fusionne´es en une seule grande classe regroupant tous les
vecteurs codes.
La distance entre 2 ensembles doit eˆtre de´finie. il en existe plusieurs : distance entre
centres de gravite´ des ensembles, distance minimale ou maximale par exemple. Le dendo-
gramme donne l’information du couˆt de la fusion a` chaque e´tape, qui peut eˆtre repre´sente´
2Initialement, organisation particulie`re d’une aire ce´re´brale en re´gions repre´sentant chacune une partie
du corps.
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Fig. 4.3 – Une e´tape d’apprentissage de la classification de Kohonen. Les vecteurs codes
sont repre´sente´s sous forme de cercles rouges et un individu x sous forme d’un disque
noir. Le vecteur code ”7” gagnant ainsi que les vecteurs codes dans un voisinage ponde´re´
δ dans la grille (”4” et ”8”) sont mis a` jour. L’individu x est labellise´ ”7” a` l’issue de cette
e´tape d’apprentissage.
sur une courbe. Ce couˆt augmente globalement bien suˆr mais des sauts importants de
couˆt apparaissent a` certaines e´tapes. Ces sauts refle`tent la fusion de classes fortement
dissemblables, ce qui peut eˆtre interpre´te´ comme l’e´tape a` laquelle deux me´ta-classes
sont regroupe´es. Ces discontinuite´s permettent de de´cider du nombre de me´ta-classes qui
peuvent eˆtre diffe´rencie´es correctement (voir [CG00] pour cette utilisation des cartes de
Kohonen).
Cette information est particulie`rement inte´ressante et adapte´e a` notre proble`me puisque
le nombre de noyaux que permet de diffe´rencier l’information issue de la diffusion n’est pas
connu. Ce peut eˆtre 14 comme peut-eˆtre aucun, et ce nombre de´pend vraisemblablement
des caracte´ristiques des donne´es de diffusion utilise´es pour la classification (re´solution,
nombre de directions...).
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Fig. 4.4 – Repre´sentation d’un dendogramme : les classes initiales sont progressivement
fusionne´es 2 a` 2 jusqu’a` ce qu’il n’en reste qu’une. Le couˆt d’une fusion est repre´sente´ par
l’e´cartement entre les lignes verticales successives.
4.2.3 Re´sultats de segmentation
Nous appliquons notre me´thode a` 3 sujets humains pour lesquels nous disposons
d’IRMs anatomiques T1 de re´solution 0.94 × 0.94 × 1.40mm, et d’IRMs ponde´re´es en
diffusion a` 6 directions, 5 Bvalues et 2 re´pe´titions, de re´solution 1.88× 1.88× 2.80mm.
Parame`tres utilise´s
Pour la classification de Kohonen, nous choisissons une grille rectangulaire de taille
10 × 10, qui est un choix relativement standard, et dont la topologie s’apparente a` celle
de l’organisation des noyaux du thalamus. Cette grille donne lieu a` 100 classes diffe´rentes,
ce qui est un nombre tre`s supe´rieur au nombre de groupes nucle´aires que l’on souhaite
diffe´rencier. La distance utilise´e entre individus est la distance euclidienne classique. Apre`s
une initialisation ale´atoire des vecteurs codes tire´s dans l’intervalle de normalisation et
10000 ite´rations du classifieur (choix du nombre d’ite´rations standard et empirique), nous
obtenons une labellisation de chacun des voxels des 2 thalamus allant de 1 a` 100, ainsi
que 100 vecteurs codes qui sont les repre´sentants de chacune des classes. Nous ope´rons
ensuite une classification ascendante hie´rarchique sur les ensembles re´sultant de cette clas-
sification. Nous utilisons la distance de Ward dW comme couˆt de fusion entre ensembles,
de´finie de la fac¸on suivante entre les ensembles A et B :
dW (A,B) =
nAnB
nA + nB
× d2(x¯A, x¯B)
avec
x¯A =
1
ni
×
ni∑
k=1
xik
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C’est une distance classique e´galement entre ensembles qui prend en compte dans la
fusion la distance entre centres de gravite´ qui se´pare les 2 ensembles mais e´galement le
nombre d’individus de chaque ensemble.
Enfin, pour le re´glage des poids α (pour les attributs du tenseur de diffusion) et β
(pour les attributs de position spatiale) de´finis pre´ce´demment, nous choisissons 3 jeux de
poids note´s (α, β) :
– un jeu de poids ”tenseur” utilisant uniquement l’information de diffusion pure pour
la classification : (1, 0),
– un jeu de poids ”coordonne´es”utilisant uniquement l’information de position spatiale
pour la classification : (0, 1),
– un jeu de poids ”mixte” utilisant a` la fois l’information de diffusion et l’information
de position spatiale pour la classification : (0.75, 0.25).
Nombre de classes diffe´rentiables
Nous obtenons des courbes de fusion pre´sente´es en Figure 4.5 pour les 3 sujets avec les
diffe´rentes ponde´rations. Ces courbes repre´sentent, pour chaque e´tape i de fusion, la diffe´-
rence de couˆt entre l’e´tape i et l’e´tape i−1 : elles rendent donc compte de l’accroissement
du couˆt de fusion.
Avec les 3 ponde´rations utilise´es et sur les 3 sujets traite´s, la courbe pre´sente une aug-
mentation brutale de couˆt aux alentours du passage de 4 groupes a` 3 groupes. Ceci sugge`re
que la me´thode ainsi que la qualite´ des donne´es permettent de diffe´rencier de l’ordre de
4 me´ta-classes distinctement, a` une classe pre`s. E´tant donne´ que l’anatomie nous indique
qu’il existe 4 groupes nucle´aires bien diffe´rencie´s (voir Figure 4.2), nous allons fixer a` 4
le nombre de me´ta-classes finales a` l’issue de la classification ascendante hie´rarchique. Un
niveau de gris correspondant au nume´ro de la classe a` laquelle il appartient est attribue´
a` chaque voxel du thalamus : nous obtenons alors une segmentation simultane´e des 2
thalamus.
Segmentations obtenues
Les images des thalamus labellise´s en 4 sous-groupes nucle´aires pour les 3 sujets sont
pre´sente´es en Figure 4.6 avec les 3 jeux de ponde´ration ”tenseur”, ”coordonne´es” et
”mixte”.
4.2.4 Discussion
Deux re´sultats sont inte´ressants a` noter. Le premier est que, lorsque les parame`tres
de ponde´ration sont re´gle´s a` α = 1 et β = 0 (ponde´ration ”tenseur”), les classes cre´e´es
sont spatialement assez fortement connexes. C’est-a`-dire qu’avec l’unique information des
attributs de diffusion, la classification regroupe naturellement les voxels en amas spa-
tialement assez cohe´rents, alors qu’aucune information de connexite´ n’est fournie. Cette
constatation n’est plus vraie lorsque l’on augmente le nombre de classes : les labels se
me´langent alors. Cela nous confirme qu’il est difficile de diffe´rencier plus de 4 groupes
nucle´aires dans le thalamus a` partir de l’information de diffusion avec ce type de donne´es
chez l’Homme, mais e´galement que la segmentation obtenue a un sens anatomique et que
la signature de diffusion peut caracte´riser des re´gions spatiales.
122
Coût de
fusion
Nombre de
classes − 1
SUJET III
SUJET I
Pondération "tenseur" Pondération "coordonnées" Pondération "mixte"
SUJET II
Fig. 4.5 – Courbes du couˆt de fusion en fonction du nombre de classes -1 pour les sujets
I, II et III des 10 dernie`res classes sur les 100 classes issues des classifications de Koho-
nen. Trois jeux de ponde´rations sont pre´sente´s (information de diffusion pure ”tenseur”,
information spatiale pure ”coordonne´es” et information ”mixte” ponde´re´e a` 75% pour la
diffusion et 25% pour le spatial).
Le deuxie`me point inte´ressant est que la classification est naturellement syme´trique.
Cela signifie d’une part que l’ope´ration de changement de base a fonctionne´, et d’autre
part que la signature de diffusion reconnaˆıt naturellement les groupes nucle´aires similaires
des 2 coˆte´s.
Ces deux remarques sont tre`s importantes pour s’assurer de la capacite´ des attributs
de diffusion seuls a` diffe´rencier des structures anatomiques cohe´rentes.
Le deuxie`me jeu de ponde´ration (ponde´ration ”coordonne´es”) guide la classification
avec les parame`tres extreˆmes inverses, a` savoir α = 0 et β = 1. Cette ponde´ration ne prend
en compte que les donne´es spatiales et aucunement les donne´es issues de la diffusion. Assez
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SUJET I
SUJET II
SUJET III
Ponde´ration ”tenseur” Ponde´ration ”coordonne´es” Ponde´ration ”mixte”
Fig. 4.6 – Re´sultats de segmentation en 4 sous-groupes nucle´aires du thalamus pour les
sujets I, II et III en utilisant diffe´rents jeux de ponde´rations (information de diffusion
pure ”tenseur”, information spatiale pure ”coordonne´es” et information ”mixte” ponde´re´e
a` 75% pour la diffusion et 25% pour le spatial)
e´tonnamment, le re´sultat obtenu est relativement proche du pre´ce´dent. Des diffe´rences
sont tout de meˆme notables : une taille et une forme des groupes nucle´aires plus re´gulie`res,
avec une tendance de ge´ome´trie circulaire. Cette ressemblance pousse a` une utilisation
prudente des attributs spatiaux qui tendent a` cre´er des classes apparemment re´alistes
et re´gulie`res mais sans aucun fondement anatomique puisqu’il s’agit d’une parcellisation
purement ge´ome´trique.
La troisie`me ponde´ration ”mixte” α = 0.75 et β = 0.25 a e´te´ de´termine´e de fac¸on
empirique apre`s plusieurs tests sur les jeux de parame`tres de ponde´ration. Elle semble
proposer un bon compromis entre une attache aux donne´es majoritaire et une re´gula-
risation efficace mais non prioritaire. Visuellement, cette ponde´ration conserve la forme
globale des classes obtenue avec la ponde´ration ”tenseur” en limitant les points aberrants.
Meˆme si cette ponde´ration pre´sente une re´gularite´ ame´liore´e par rapport a` la ponde´ration
”tenseur”, il subsiste des irre´gularite´s dans cette segmentation. Il faudrait vraisemblable-
ment envisager une e´tape de re´gularisation supple´mentaire pour assurer la connexite´ de
chacune des classes qui, on le sait, est ve´rifie´e anatomiquement.
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4.3 Confrontation avec un atlas re´alise´ sur IPM
4.3.1 Segmentation du thalamus d’un babouin
Nous appliquons a` pre´sent notre me´thode de segmentation du thalamus par classifi-
cation a` un babouin pour lequel nous disposons d’une IRM anatomique T1 de re´solution
0.78× 0.78× 1.00mm, et d’une IRM ponde´re´e en diffusion a` 6 directions, 5 Bvalues et 6
re´pe´titions, de re´solution 1.56× 1.56× 1.60mm. Ce babouin sera appele´ le ”babouin III”
par re´fe´rence aux babouins du chapitre 3.
Nous obtenons pour cet animal les courbes de couˆts pre´sente´es en Figure 4.7.
Ponde´ration ”tenseur” Ponde´ration ”coordonne´es”
Ponde´ration ”mixte”
Fig. 4.7 – Babouin III : courbes de fusion des 21 dernie`res classes (couˆt de fusion en
fonction du nombre de classes -1) sur les 100 classes issues des classifications de Koho-
nen associe´es a` diffe´rents jeux de ponde´rations (information de diffusion pure ”tenseur”,
information spatiale pure ”coordonne´es” et information ”mixte” ponde´re´e a` 75% pour la
diffusion et 25% pour le spatial).
Remarquons que par rapport aux donne´es de sujets humains, le nombre de classes
diffe´rentiables semble plus faible puisque l’accroissement brutal de couˆt de fusion appa-
raˆıt aux alentours de 3 classes avec les 3 ponde´rations. En effet, le cerveau du babouin
e´tant de taille plus faible que celui de l’humain, la capacite´ de diffe´renciation de l’IRM
est proportionnellement moins importante. Nous pre´sentons en Figure 4.8 les segmenta-
tions en respectivement 2, 3 et 4 classes pour estimer plus pre´cise´ment cette capacite´ de
diffe´renciation de la me´thode chez le babouin.
Compte-tenu de la relative irre´gularite´ de la segmentation en 4 noyaux, nous conser-
vons la segmentation en 3 classes pour la suite de l’e´tude. Cette segmentation est pre´sente´e
en rendu volumique sur la Figure 4.9.
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3 CLASSES :
4 CLASSES :
Ponde´ration ”tenseur” Ponde´ration ”coordonne´es” Ponde´ration ”mixte”
Fig. 4.8 – Babouin III : re´sultats de segmentation en 2, 3 et 4 sous-groupes nucle´aires
du thalamus en utilisant diffe´rents jeux de ponde´rations (information de diffusion pure
”tenseur”, information spatiale pure ”coordonne´es” et information ”mixte” ponde´re´e a` 75%
pour la diffusion et 25% pour le spatial)
4.3.2 Un atlas du thalamus histologique
Nous disposons pour 2 autres babouins d’un atlas du thalamus re´alise´ sur coupes
histologiques et recale´ avec les IRMs des animaux correspondants graˆce au protocole de
constitution d’IPM propose´ au chapitre 3. Nous choisissons arbitrairement l’atlas d’un des
deux babouins (le II) pour le confronter a` la segmentation re´alise´e avec notre me´thode
par classification mixte des donne´es de diffusion et de position.
En effet, le babouin II du chapitre 3 et le babouin III sur lequel la me´thode pre´sente´e
dans cette partie est applique´e, sont des animaux distincts mais ils appartiennent a` la
meˆme espe`ce et sont proches anatomiquement
Cet atlas de re´fe´rence est repre´sente´ superpose´ sur l’IRM anatomique T1 du meˆme
animal et en rendu volumique sur la Figure 4.10. Rappelons que l’atlas du thalamus
re´alise´ sur cet animal comportait les 7 principaux noyaux ou groupes nucle´aires : le groupe
ante´rieur (rose), le noyau ge´nicule´ late´ral (bleu clair), le noyau me´dio dorsal (vert clair),
le noyau ge´nicule´ me´dian (vert fonce´), le groupe me´dio late´ral (bleu fonce´), le pulvinar
(jaune) et le groupe ventral ante´rieur (rouge).
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Fig. 4.9 – Babouin III : rendu volumique de la segmentation en 3 classes du thalamus en
prenant en compte une information ”mixte” ponde´re´e a` 75% pour la diffusion et 25% pour
le spatial. Par rapport aux notations du tableau 4.1, la classe A est en vert, la classe B
en jaune et la classe C en rouge.
4.3.3 Confrontation
Nous avons partitionne´ le thalamus du babouin III en 3 classes en s’appuyant sur les
donne´es de diffusion, et nous avons e´galement re´alise´ un atlas du thalamus diffe´renciant
les 7 principaux noyaux sur l’histologie du babouin II. Nous supposons que le partitionne-
ment re´alise´ par diffusion correspond a` des groupes nucle´aires anatomiques. Compte-tenu
de la forme des re´sultats issus de la classification, nous supposons que notre partitionne-
ment en 3 classes du thalamus n’est pas sans rapport avec les grands groupes nucle´aires
propose´s dans [Kah79] (voir partie 4.1.1) : groupe nucle´aire ante´rieur, late´ral, me´dial et
le pulvinar. Nous cherchons donc un me´ta partitionnement des 7 segmentations effectue´es
sur l’histologie pour correspondre aux 3 re´gions issues de la classification.
Pour essayer d’infe´rer les structures qui sont effectivement segmente´es par notre me´-
thode de classification utilisant la diffusion, nous allons d’abord chercher a` superposer les
deux segmentations.
Les masques globaux du thalamus pour les babouin II et III ne sont pas tout a` fait
comparables. En effet, le trace´ des contours du thalamus sur les seules IRMs anatomique
T1 et ponde´re´e en T2 in vivo disponibles pour le babouin III (non sacrifie´) est une taˆche
de´licate compte-tenu de leur re´solution relativement limite´e (rappel : l’image ponde´re´e en
T2 a une re´solution de 1.56 × 1.56 × 1.60mm et le cerveau mesure moins de 100mm en
ante´ro-poste´rieur).
A l’inverse, le masque global du thalamus du babouin II obtenu par re´union des seg-
mentations en noyaux re´alise´es sur IPM est riche en de´tails : le corps genouille´, par
exemple, y est inclus mais n’est pas pris en compte sur le masque global du thalamus
du babouin III (cette remarque est e´galement valable pour les sujets humains pre´ce´dem-
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ment traite´s). C’est pour cette raison que la superposition des deux images de labels est
re´alise´e semi-automatiquement : une transformation affine 3D par thalamus est recherche´e
inde´pendamment avec une initialisation manuelle sur le logiciel Anatomist ([RRC+03]) et
un affinage automatique par mise en correspondance de blocs en utilisant le coefficient
de corre´lation comme crite`re de similarite´ (pour les de´tails de la me´thode, se reporter a`
[ORS+01]). On cherche a` adapter l’atlas du babouin II re´alise´ sur IPM au babouin III. Le
re´sultat de superposition est pre´sente´ en Figure 4.11.
Nous avons ensuite calcule´ un pourcentage de superposition des 7 noyaux de l’atlas
du babouin II recale´ sur la segmentation en 3 classes du babouin III. Ce pourcentage p
est calcule´ de la fac¸on suivante, pour un noyau N de l’atlas et une classe C issue de la
segmentation (cardE de´signe le nombre d’e´le´ments de l’ensemble E) :
p(N,C) = 100× card(N ∩ C)
card(N)
Ce score prend comme re´fe´rence (au de´nominateur) le cardinal des noyaux de l’atlas
car ils sont globalement plus petits : p vaut 100 si le noyau est entie`rement inclus dans la
classe. Ces pourcentages ont pour but de de´terminer de quels noyaux anatomiques sont
constitue´es les classes issues de la classification. Ils sont rassemble´s dans le Tableau 4.1.
Le total de chaque ligne ne fait pas force´ment 100% car la re´gion du fond de l’image n’est
pas repre´sente´e.
Les notations suivantes sont utilise´es (les couleurs font re´fe´rence a` la Figure 4.9 pour
la segmentation du babouin III et a` la Figure 4.10 pour l’atlas du babouin II) :
– pour l’atlas, 1 repre´sente le groupe ante´rieur (rose), 2 repre´sente le noyau ge´nicule´
late´ral (bleu clair), 3 repre´sente le noyau me´dio dorsal (vert clair), 4 repre´sente le
noyau ge´nicule´ me´dian (vert fonce´), 5 repre´sente le groupe me´dio late´ral (bleu fonce´),
6 repre´sente le pulvinar (jaune) et 7 repre´sente le groupe ventral ante´rieur (rouge)
– A repre´sente la classe verte, B la classe jaune et C la classe rouge
Segmentation
babouin III
Atlas
babouin II
Noyaux A B C
1 0 75 0
2 0 0 0
3 11 89 0
4 25 0 0
5 17 72 0
6 25 39 3
7 6 25 37
Tab. 4.1 – Tableau de pourcentage de superposition des noyaux 1 a` 7 de l’atlas anato-
mique du thalamus re´alise´ sur le babouin II et de la segmentation obtenue par la me´thode
de classification des donne´es de diffusion sur le babouin III. Sur chaque ligne, plus le pour-
centage est e´leve´, plus une part importante du noyau conside´re´ est inclus dans la classe
correspondante.
En affectant a` chacun des noyaux histologiques le label de la classe en diffusion avec
laquelle il partage le plus de voxels en commun, nous obtenons l’e´quivalence classes de
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diffusion / atlas anatomique suivante :
– classe A en vert : 4 (noyau ge´nicule´ me´dian)
– classe B en jaune : 1, 3, 5 et 6 (groupe ante´rieur, noyau me´dio dorsal, groupe me´dio
late´ral et pulvinar)
– classe C en rouge : 7 (groupe ventral ante´rieur)
4.3.4 Discussion
Seuls les pourcentages d’inclusion e´leve´s du tableau 4.1 ont du sens : seule la classe
B semble repre´senter les noyaux 1, 3 et 5 assez pre´cise´ment. Les autres pourcentages
partage´s entre les classes signifient soit que la classification base´e sur la diffusion de´limite
certaines re´gions sans sens anatomique particulier, soit que la variabilite´ inter-individuelle
et l’impre´cision du recalage empeˆchent d’avoir une mise en correspondance suffisante des
structures respectives.
Rappelons e´galement que le noyau 2 (corps genouille´) ne fait pas partie du masque
global initial du thalamus pour le babouin III, et donc il n’est pas pris en compte dans le
processus de classification (pourcentage de superposition nul).
Ces re´sultats constituent un premier pas dans la ne´cessaire compre´hension de la seg-
mentation aveugle base´e sur les donne´es de diffusion. Les faibles pourcentages de super-
position des noyaux entre la segmentation et l’atlas illustrent la difficulte´ de valider ce
genre de techniques dans de bonnes conditions sur des animaux diffe´rents.
La re´alisation sur le meˆme animal de la classification base´e sur les informations de
diffusion et de l’atlas histologique semble maintenant une condition indispensable pour
ame´liorer ces re´sultats pre´liminaires.
La qualite´ des donne´es acquises occupent e´galement une place importante dans la
pre´cision de la segmentation. La re´solution et le contraste de l’IRM anatomique T1 de´ter-
minent la qualite´ de la segmentation manuelle globale du thalamus. La re´solution, l’isotro-
pie des voxels ainsi que le nombre de directions de l’IRM ponde´re´e en diffusion impactent
directement sur la qualite´ de l’information fournie en entre´e pour la classification.
Enfin, l’introduction d’attributs plus complexes que les coefficients du tenseur de diffu-
sion ainsi que l’utilisation de me´triques mieux adapte´es constituent e´galement des facteurs
d’ame´lioration a` envisager.
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(a)
(b)
Fig. 4.10 – Atlas 3D des 7 principaux noyaux du thalamus du babouin II (a) (voir chapitre
3) re´alise´ sur coupes histologiques, recale´ avec l’IRM in vivo correspondante. Rendu volu-
mique de cet atlas 3D (b). Le´gende des couleurs : groupe ante´rieur (rose), noyau ge´nicule´
late´ral (bleu clair), noyau me´dio dorsal (vert clair), noyau ge´nicule´ me´dian (vert fonce´),
groupe me´dio late´ral (bleu fonce´), pulvinar (jaune) et groupe ventral ante´rieur (rouge)
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(a) (b) (c)
(d)
Fig. 4.11 – Atlas du thalamus du babouin II (a) et segmentation du thalamus par classi-
fication des donne´es du babouin III (b) recale´s comme le montre leur fusion (c). L’atlas a
e´te´ amene´ sur l’IRM du babouin III (d) pour permettre cette confrontation.
131
132
Chapitre 5
Perspectives et discussion
Nous proposons dans ce chapitre trois perspectives d’utilisation ou d’ame´lioration de
l’IPM. Le premier projet de´crit une mise en correspondance d’informations extraites a`
l’e´chelle microscopique avec des images macroscopiques. Le second projet s’inte´resse a` la
validation des techniques de suivi de faisceaux de fibres en IRM ponde´re´e en diffusion par
confrontation avec des fibres de re´fe´rence extraites sur une IPM particulie`re. Le dernier
projet enfin, pre´sente les grandes lignes d’une me´thode visant a` ame´liorer la correction
des de´formations secondaires. Cette me´thode consiste en une de´formation non affine bio-
logiquement contrainte base´e sur la me´thode des e´le´ments finis applique´e a` la me´canique
qui serait adapte´e aux artefacts des coupes histologiques.
Mise en correspondance
d’informations extraites
avec des images 
macroscopiques
Confrontation du suivi
de fibres par IRM de
diffusion et en 
histologie
Description d’une 
élastique de coupes 
histologiques biologique−
ment contrainte
LIEN MICRO−MACRO
à l’échelle microscopique
APPLICATIONS AMÉLIORATIONS
MÉTHODE DES
ÉLÉMENTS FINIS
méthode de déformation
PROJET "HISTODIFF"
Fig. 5.1 – Les 3 projets d’utilisation ou d’ame´lioration de l’IPM expose´s dans ce chapitre.
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Certains des projets pre´sente´s dans ce chapitre ont e´te´ juste envisage´s, d’autres ont
e´te´ plus approfondis mais aucun n’a pu eˆtre mene´ jusqu’au bout pour des raisons de
temps, de priorite´s ou d’ale´as d’expe´riences. Nous les de´crivons cependant car ce sont
des applications directes et particulie`rement inte´ressantes de ce que permet l’IPM, afin
d’appre´hender les possibilite´s qu’elle offre. Les diverses perspectives d’applications ou
d’ame´liorations sont pre´sente´es a` la suite, et se suivent sans logique particulie`re. Leur seul
point commun est de traiter de l’IPM.
5.1 Du micro au macro
5.1.1 Inte´reˆt
Comme nous l’avons de´ja` signale´, les principaux inte´reˆts des donne´es histologiques
re´sident dans la re´solution quasi-illimite´e d’observation et dans la possibilite´ de carac-
te´risation tissulaire spe´cifique. Nous avons de´ja` exploite´ ces caracte´ristiques a` plusieurs
reprises dans les applications, notamment avec la cre´ation d’atlas du thalamus dont la
taille et la diffe´renciation des noyaux n’est pas compatible avec l’imagerie in vivo. Ce-
pendant, l’e´tude des coupes histologiques ouvre des possibilite´s d’observation bien plus
importantes par utilisation du microscope. Il est meˆme souvent obligatoire de passer par
de forts grossissements pour observer certains phe´nome`nes comme la forme de cellules
pathoge`nes. Ces observations sont classiquement re´alise´es sur une coupe, a` un endroit
particulier, et le re´sultat est difficilement situable dans un volume global.
Il est donc inte´ressant de pouvoir passer d’observations microscopiques et locales a` des
re´sultats macroscopiques et globaux. Certains travaux ont de´ja` e´te´ re´alise´s dans ce sens,
comme ceux de [FM05], dans lesquels une squelettisation des vaisseaux d’une coupe e´paisse
de cerveau observe´e au microscope confocal est re´alise´e sur des imagettes acquises a` tre`s
forte re´solution. La taille des vaisseaux est e´galement enregistre´e. Une image mosa¨ıque
globale est ensuite obtenue qui re´sume les observations re´alise´es sur les petites imagettes en
ge´rant les jonctions, et qui repre´sente le re´sultat de la squelettisation globale a` une e´chelle
compatible avec une manipulation classique des donne´es. Dans ce travail, l’observation
est faite en 3D mais sur l’e´paisseur d’une coupe.
Nous proposons une information d’un type nouveau et particulie`rement prometteur
consistant en la repre´sentation macroscopique et tridimensionnelle de phe´nome`nes micro-
scopiques. Voici un exemple concret de re´alisation de ce type.
5.1.2 Les agre´gats de Huntingtine
L’e´tude porte sur le rat et le macaque. Dans le cadre de recherches sur la maladie
de Huntington, un vecteur viral est injecte´ a` un animal dans le striatum dans le but
de provoquer la mutation du ge`ne responsable de la maladie (voir la communication
[BBB+04] pre´sentant cette e´tude).
Ponctuellement, de petits agre´gats de huntingtine se forment autour du point d’in-
jection. Sur les coupes avec une coloration spe´ciale marquant les agre´gats et a` fort gros-
sissement (×20), un logiciel (Morphostar de la socie´te´ IMSTAR) permet de de´tecter et
d’analyser les agre´gats sur des images de re´solution de l’ordre de 0.3µm dans le plan
(voir Figure 5.2). Il est ainsi possible de de´terminer pour chaque agre´gat sa position
spatiale, sa taille (de l’ordre d’une dizaine de microns) ainsi que sa forme (sphe´rique ou
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allonge´e). En re´cupe´rant cette information, il est inte´ressant de repre´senter macroscopi-
quement l’ensemble des agre´gats de´tecte´s. Un jeu de coupes e´quivalentes marque´es au
Neun, marqueur des noyaux cellulaires offrant un marquage anatomique standard, est
aligne´ de fac¸on a` constituer un volume de re´fe´rence anatomique. Par recalage de chaque
coupe au marquage spe´cifique des agre´gats avec la coupe du volume Neun aligne´ corres-
pondante (coalignement), il est possible de repre´senter en 3D la re´partition spatiale des
agre´gats. L’information de taille ou de forme qui n’a pu s’obtenir que graˆce a` l’analyse au
microscope, peut ainsi eˆtre injecte´e dans ces images macroscopiques (voir Figure 5.3).
Fig. 5.2 – Image acquise a` grossissement ×20 d’une re´gion du striatum d’une coupe
marque´e spe´cifiquement pour re´ve´ler les agre´gats de huntingtine. La re´solution est de
l’ordre de 0.3µm dans le plan.
Apre`s cette e´tude pre´liminaire chez le rat, un travail similaire a e´te´ mene´ chez le
macaque. Nous avons recale´ manuellement la dizaine de coupes histologiques marque´es
correspondant a` la re´gion injecte´e avec une IRM in vivo d’un autre macaque. Nous avons
ainsi pu replacer les agre´gats dans un volume global du cerveau pour appre´hender leur
re´partition spatiale (voir Figure 5.4).
Nous entrevoyons sur cet exemple particulier la possibilite´ de be´ne´ficier d’informa-
tions microscopiques tre`s spe´cifiques dans la ge´ome´trie d’images in vivo. Les possibilite´s
qu’offrent cette mise en correspondance de´passent tre`s largement en re´solution et en carac-
te´risation tissulaire ce que les imageurs in vivo les plus modernes et les plus performants
peuvent actuellement proposer.
5.2 Le projet Histodiff
Nous avons vu dans le chapitre 4 pre´ce´dent une confrontation possible entre la seg-
mentation re´alise´e par un traitement des donne´es de diffusion in vivo et la segmentation
re´alise´e par un expert sur coupes histologiques. Une autre grande exploitation des donne´es
de diffusion, qui constitue meˆme historiquement l’application principale, concerne le suivi
de fibres d’axones, ou ”tracking”. Ces techniques visent a` re´ve´ler la connectivite´ du cerveau
d’un point de vue anatomique (et non fonctionnel comme l’IRM fonctionnelle cherche a`
le faire) en mettant en e´vidence les grands faisceaux d’axones (a` l’e´chelle du millime`tre :
un axone ne mesure que quelques microns) reliant les diffe´rentes zones du cerveau.
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(a)
(b)
Fig. 5.3 – Une coupe coronale de rat colore´e au Neun avec en superposition une repre´sen-
tation des agre´gats de Huntingtine code´s en couleurs en fonction de leur taille (a). Une
repre´sentation 3D des agre´gats dont la taille est infe´rieure a` 20 microns replace´s autour
d’une coupe axiale reconstruite d’un volume marque´ au Neun autour du point d’injection
(b).
Les validations de ces techniques de suivi de fibres sont re´alise´es principalement par
comparaison visuelle avec des atlas papiers, en ve´rifiant que les grands faisceaux de fibres
tels que le faisceau pyramidal ou le corps calleux sont bien retrouve´s. Des techniques
de validation par injection de mangane`se de´tectable par IRM T1 in vivo ont permis de
ve´rifier que la cartographie de la direction principale des tenseurs de diffusion et de la
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(a)
(b)
Fig. 5.4 – En violet, les agre´gats de´tecte´s a` tre`s fort grossissement chez un macaque
replace´s dans une IRM in vivo sur une vue en perspective d’une coupe IRM (a) et sur un
rendu volumique tronque´ axialement (b).
trace du mangane`se e´taient globalement compatibles (voir [LWC+03]). Des validations
sur fantoˆmes ont e´galement e´te´ re´alise´es mais elles ne rendent pas compte de ce qui se
passe re´ellement a` l’inte´rieur d’un cerveau vivant. Aucune validation re´elle n’a e´te´ faite
a` notre connaissance permettant de confronter les fibres axonales re´elles du cerveau aux
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trace´s propose´s par ces me´thodes in vivo. En effet, cela implique de pouvoir mettre en
correspondance un marquage qui serait visible sur coupes histologiques afin de pouvoir
suivre des fibres en histologie. Une validation des techniques de suivi de fibres in vivo
par confrontation avec un marquage histologique de re´fe´rence est complexe a` mettre en
oeuvre car il fait intervenir un nombre important d’e´tapes :
– acquisition d’IRM (T1, diffusion) in vivo de bonne qualite´ chez le primate,
– me´thode de suivi de fibres in vivo,
– re´alisation d’un marquage spe´cifique de´tectable sur coupes post mortem,
– re´solution de proble`mes importants en traitement de l’image tels que reconstruction
3D de se´ries de coupes histologiques, mise en correspondance in vivo/post mortem,
segmentation et visualisation des faisceaux en 3D.
La re´union de l’ensemble de ces compe´tences est possible dans tre`s peu de centres
mais la re´alisation d’une telle e´tude est possible dans un laboratoire multidisciplinaire tel
que le Service Hospitalier Fre´de´ric Joliot (CEA, Orsay, France). Nous allons proposer un
protocole expe´rimental pour la re´alisation de ce projet reposant sur l’expertise de plusieurs
e´quipes dans les domaines de la biologie, du traitement de l’image et de la physique de
l’IRM : la modalite´ IPM joue bien suˆr un roˆle premier dans cette e´tude mettant en jeu
des traitements re´alise´s in vivo et post mortem.
5.2.1 L’IRM de diffusion et le tracking
Les se´quences de diffusion permettent d’e´valuer le coefficient de diffusion suivant un
certain nombre de directions en chaque point. Dans un milieu isotrope, ce coefficient
de´pend uniquement du milieu mais pas de la direction. Par contre, dans un environnement
fortement anisotrope comme dans le voisinage d’un faisceau de fibres, ce coefficient de´pend
de la direction selon laquelle il est mesure´. En particulier, il est tre`s diffe´rent selon qu’il
est mesure´ dans la direction des fibres ou perpendiculairement a` elles. La repre´sentation
la plus re´pandue des caracte´ristiques de diffusion en un point est la repre´sentation sous
la forme d’un tenseur, dit tenseur de diffusion, comme nous l’avons vu au chapitre 4.
Ce tenseur est la repre´sentation d’une application biline´aire qui permet de donner en un
point le coefficient de diffusion suivant une direction ~u quelconque. On pourra se re´fe´rer a`
[Pou99a] pour une description de la physique et des mode`les de diffusion. De nombreuses
techniques ont e´te´ mises en oeuvre pour tenter de suivre les faisceaux de fibres a` partir de
l’information du coefficient de diffusion directionnel. L’ide´e la plus naturelle, propose´e par
[MCCvZ99], consiste a` utiliser la direction principale fournie par le tenseur de diffusion
en chaque point pour construire une fibre (voir Figure 5.5). Le principal proble`me de
cette technique est qu’elle est incapable de ge´rer les croisements de fibres. Cette me´thode
propose des re´sultats de suivi de fibres ne´anmoins inte´ressants qui peuvent servir de point
de de´part a` la confrontation.
Plusieurs variantes ont e´te´ propose´es pour ge´rer les croisements, notamment l’esti-
mation de plusieurs tenseurs en chaque point (mode`le multitenseur). Plus re´cemment, le
mode`le du Q-ball propose´ par [Tuc04] permet de de´crire plus pre´cise´ment la distribution
de probabilite´s de de´placement d’une particule suivant toutes les directions de l’espace en
un point. L’apport de ce mode`le dans le suivi des fibres pourrait eˆtre teste´ e´galement.
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Fig. 5.5 – Un suivi de fibre obtenu par la me´thode de [MCCvZ99] utilisant l’information de
diffusion en partant de la re´gion rouge repre´sente´ dans une IRM anatomique ponde´re´e en
T1 en incidence axiale semi-transparente : les fibres semblent correspondre aux connais-
sances anatomiques des voies optiques mais aucune validation re´elle n’a jusqu’alors e´te´
re´alise´e.
5.2.2 Le marquage de la modalite´ histologique
Pour pouvoir obtenir un marquage de re´fe´rence, il est ne´cessaire de mettre en e´vidence
les fibres de fac¸on pre´cise et certaine. Les techniques permettant un marquage visible in
vivo par IRM comme l’injection de mangane`se que nous avons de´ja` e´voque´e, sont bien
entendu inte´ressantes mais ne constituent pas en fait de validation ni de re´fe´rence e´tant
donne´ que la re´solution et donc la pre´cision d’e´tude reste la meˆme que celle des donne´es
de diffusion. D’autre part, le comportement du marquage n’est pas totalement maˆıtrise´,
surtout dans les situations singulie`res et son emploi, compte-tenu de sa toxicite´, n’est pas
possible dans toutes les re´gions du cerveau. Il est donc indispensable d’avoir recours a` un
marquage histologique qui apporte la re´solution et la maˆıtrise permettant de le conside´rer
comme re´fe´rence. Ces techniques de marquage sont visibles uniquement sur coupe apre`s
sacrifice, soit par fluorescence directe soit apre`s traitement immunohistochimique. La dif-
ficulte´ de ces techniques re´side dans l’obtention d’un marquage massif mais spe´cifique de
certains faisceaux d’axones sur tout leur trajet.
Le marquage peut s’effectuer par injection de virus saturant les fibres relie´es au point
d’injection et comportant une se´quence transge´nique codant pour la production d’une sub-
stance fluorescente comme la Green Fluorescent Protein (GFP) qui puisse eˆtre de´tecte´e
sur coupes (voir Figure 5.6). Cependant, l’utilisation de virus est de´licate car les virus
les plus utilise´s et maˆıtrise´s comme le lentivirus exigent des conditions de confinement
tre`s contraignantes (laboratoires spe´ciaux se´curise´s) et donc rendent l’expe´rience difficile
a` re´aliser. Nous avons mene´ une telle e´tude utilisant les virus qui ne s’est pas re´ve´le´e com-
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ple`tement concluante compte-tenu des difficulte´s d’expe´rimentation mais e´galement du
comportement inconnu des virus utilise´s dans certaines re´gions du cerveau (cortex notam-
ment). Des alternatives aux virus existent bien suˆr : il s’agit des marqueurs de neurones
fluorescents classiques non viraux comme le Lucifer Yellow qui semblent, dans certaines
conditions d’utilisation, conduire aux meˆmes re´sultats que les virus sans les inconve´nients
de confinement. C’est la solution que nous pre´conisons pour ce projet. D’autant qu’il
est possible d’e´viter la coloration a posteriori de l’ensemble des coupes en exploitant la
fluorescence naturelle des tissus. En effet, l’acquisition de deux images par coupe avec
un scanner a` fluorescence de type Amersham Biosciences Typhoon peut eˆtre re´alise´e suc-
cessivement. L’une se´lectionne la longueur d’onde d’e´mission du marquage de fibre. Ce
marquage se de´tache tre`s fortement de l’e´mission naturelle des tissus, ce qui permet une
segmentation des fibres par seuillage (on peut d’ailleurs imaginer plusieurs fibres marque´es
par diffe´rents marqueurs donnant lieu a` une image spe´cifique par marqueur). La deuxie`me
image est acquise dans une autre longueur d’onde : elle refle`te la fluorescence naturelle des
tissus et offre un contraste des structures suffisant pour constituer une IPM, en suivant
le protocole du chapitre 3 dans lequel elle remplace la coupe histologique marque´e. Graˆce
a` la cohe´rence 3D de l’IPM obtenue, nous obtenons une repre´sentation tridimensionnelle
des fibres issues de l’histologie.
(a)
Fig. 5.6 – Un essai concluant d’acquisition de coupe marque´e en fluorescence de cerveau
de macaque (macaca fascicularis) par un scanner a` fluorescence (Amersham Biosciences,
Typhoon). Une image sensible a` la longueur d’onde de l’e´mission du marquage (vert) et
une autre image sensible a` une autre longueur d’onde (contraste structures internes) sont
ajoute´es pour former cette image.
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5.2.3 Confrontation du suivi de fibres histologie-diffusion
Nous avons vu dans le chapitre 3 que la constitution de l’IPM pouvait mener a` la
mise en correspondance avec les modalite´s in vivo, en particulier avec l’IRM anatomique
T1. Nous proposons donc d’utiliser le protocole de´crit dans le chapitre 3 pour constituer
une Imagerie Post Mortem tridimensionnelle, dans la ge´ome´trie des modalite´s in vivo, a`
partir des coupes histologiques acquises par scanner a` fluorescence, et donc mettant en
e´vidence les fibres marque´es. Apre`s segmentation des fibres sur les coupes, il suffit ensuite
d’appliquer aux fibres extraites l’ensemble des transformations permettant de les amener
dans la ge´ome´trie des fibres segmente´es par la me´thode in vivo base´e sur l’information de
diffusion. Cette ope´ration s’apparente a` celle qui a e´te´ applique´e aux segmentations des
noyaux thalamiques dans le chapitre pre´ce´dent dans le meˆme but de confrontation avec
l’IRM in vivo.
Il est alors possible de confronter les fibres obtenues par les deux me´thodes puisqu’elles
sont repre´sente´es dans la meˆme ge´ome´trie. La validation peut eˆtre visuelle d’abord, graˆce
a` des rendus volumiques du meˆme type que la Figure 5.5. Il est possible d’imaginer des
validations plus perfectionne´es, qui estimeraient par exemple la distance moyenne entre
la fibre de re´fe´rence obtenue sur coupe et la fibre issue du traitement sur les donne´es de
diffusion. Des essais sont actuellement en cours pour re´aliser cette expe´rience, en commen-
c¸ant par ve´rifier les techniques de marquage histologique chez le rongeur d’abord, avant
de lancer l’e´tude re´elle chez le primate, qui permet la re´alisation d’IRMs in vivo anato-
mique et ponde´re´e en diffusion avec une re´solution suffisante. On peut alors envisager,
dans le cas ou` l’expe´rience s’ave`re concluante, de proposer a` la communaute´ scientifique
s’inte´ressant au suivi de fibres par IRM de diffusion, de tester leurs algorithmes. Un jeu de
re´fe´rence incluant les fibres issues du marquage histologique amene´es dans la configuration
de l’IRM anatomique et de l’IRM ponde´re´e en diffusion, serait mis a` disposition sur un
site internet, et permettrait de ve´rifier la pertinence du suivi re´alise´, en particulier dans
les zones de croisement.
5.3 Une transformation e´lastique biologiquement con-
trainte base´e sur la me´thode des e´le´ments finis
5.3.1 De´formations re´siduelles
Nous avons vu dans le chapitre 1 que le cerveau post mortem subissait des de´forma-
tions primaires 3D lie´es aux modifications physiologiques, et des de´formations secondaires
2D principalement lie´es a` la coupe et aux e´ventuels traitements de marquage. Nous avons
propose´ de corriger les principales de´formations secondaires par la transformation biri-
gide, traitant chaque he´misphe`re inde´pendamment et les de´formations primaires par la
transformation FFD. Ces solutions donnent des re´sultats satisfaisants et robustes. Ce-
pendant, elles pre´sentent leurs limites, en particulier pour la correction des de´formations
secondaires.
Les plus importantes de´formations secondaires, a` savoir les de´placements inde´pendants
d’he´misphe`res entiers, sont corrige´es par la transformation birigide de´crite au chapitre 3.
Il subsiste cependant encore des de´formations entre la photographie et la coupe histo-
logique marque´e apre`s cette correction (voir Figure 5.7). Ces de´formations sont des
de´placements et des de´formations de girus principalement. Les travaux de [PMBT03] et
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d’[APA05] proposent des solutions inte´ressantes dont nous avons de´ja` parle´ a` base de plu-
sieurs transformations affines dans un souci de robustesse face aux artefacts de l’histologie.
Les de´formations locales semblent cependant non affines e´tant donne´ que les diffe´rents tis-
sus se de´forment diffe´remment, comme le montrent les re´sultats morphome´triques du cha-
pitre 3. Pourtant, l’utilisation de transformations plus libres sans pre´caution particulie`re
est certainement voue´e a` l’e´chec compte-tenu des nombreux artefacts qui caracte´risent les
donne´es histologiques. Nous proposons donc les grandes lignes d’une me´thode qui pren-
drait en compte des a priori biome´caniques sur la transformation. Pour cela, l’utilisation
de la me´thode des e´le´ments finis nous a paru approprie´e. Nous allons de´crire les principales
e´tapes de la mise en place de cette me´thode adapte´e a` notre proble´matique.
(a) (b)
Fig. 5.7 – Une coupe histologique marque´e (a) apre`s recalage birigide avec la coupe pho-
tographique correspondante (b) : meˆme si les he´misphe`res sont recale´s, il subsiste des
de´formations locales re´siduelles.
5.3.2 E´bauche de me´thode
Nous allons illustrer les diffe´rents traitements de la me´thode sur une coupe histologique
particulie`re sur laquelle l’inte´reˆt d’une telle transformation paraˆıt particulie`rement justifie´.
Maillage
La coupe histologique marque´e dont on souhaite corriger les de´formations doit d’abord
eˆtre maille´e, c’est-a`-dire qu’elle doit eˆtre partitionne´e en petits domaines e´le´mentaires
qui transforment un domaine continu en domaines discrets. Les e´le´ments doivent res-
pecter certaines proprie´te´s de re´gularite´ : il s’agit en ge´ne´ral de polygones de type tri-
angle ou rectangle en 2D. Les sommets de chaque e´le´ment constituent les noeuds du
maillage. Le principe de la me´thode des e´le´ments finis repose en effet sur le calcul des
efforts et des de´placements aux noeuds uniquement, et ensuite a` une interpolation par
e´le´ment partout ailleurs. Nous pouvons voir une coupe maille´e avec le logiciel libre Me´-
fisto (http ://www.ann.jussieu.fr/∼perronnet/mefisto.gene.html) avec des e´le´ments trian-
gulaires en Figure 5.8. L’interface entre la matie`re grise et la matie`re blanche, issue de la
normalisation d’intensite´ par analyse d’histogramme de´crite au chapitre 3 a e´te´ respecte´e :
aucun e´le´ment ne se situe a` cheval sur la frontie`re.
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(a)
(b)
(c) (d)
Fig. 5.8 – Une coupe histologique maille´e (a) par le mailleur libre Mefisto : l’interface
gris/blanc de´duite de la me´thode de normalisation par l’analyse d’histogramme (b) est
respecte´e comme on peut le voir sur le maillage de la matie`re grise seule (c) et de la
matie`re blanche seule (d).
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Champ de de´placement
Le champ de de´formations, calcule´ aux noeuds uniquement, serait par exemple estime´
d’une manie`re similaire mais plus robuste a` celle de la me´thode de mise en correspondance
de blocs utilise´e dans ce document pour estimer les transformations affines. Cette estima-
tion robuste du champ de de´formations reste a` approfondir. Le champ pre´sente´ en Figure
5.9 obtenu par la me´thode de mise en correspondance de blocs utilisant le coefficient de
corre´lation comme crite`re de similarite´ (voir Annexe A) comprend les bons de´placements
mais e´galement beaucoup de de´placements errone´s qu’il faudrait filtrer.
Fig. 5.9 – Champ de de´placement estime´ entre la coupe histologique marque´e et la pho-
tographie par la me´thode de mise en correspondance de blocs utilisant le coefficient de
corre´lation (voir Annexe A) : la correction du de´placement du sillon (cercle rouge) est
bien estime´e mais le champ est tre`s bruite´.
Champ de force
Ce champ de de´placements serait transforme´ en champ de forces. En effet, imposer des
de´placements limiterait l’inte´reˆt de la me´thode e´tant donne´ qu’en histologie, le champ est
tre`s bruite´ et qu’il est impossible d’accorder une confiance absolue a` tous les appariements.
Pour cela, le mode`le utilise´ serait celui d’un ressort de longueur initiale nulle et de raideur
k qui aurait e´te´ allonge´ entre un point de la coupe photographique et le point apparie´
juge´ le plus e´quivalent sur la coupe histologique marque´e (voir Figure 5.10). De cette
manie`re, la coupe histologique aura tendance a` venir se de´former vers la photographie
car les ressorts exerceront une force de rappel de chaque noeud vers la photographie.
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La de´formation obtenue sera conforme aux proprie´te´s biome´caniques des tissus. En effet,
a` effort e´gal, la matie`re grise se de´forme plus que la matie`re blanche, qui elle-meˆme se
de´forme plus que les noyaux gris centraux et le thalamus (classe appele´e ”marqueur” dans
la partie traitant de normalisation d’intensite´ inter-coupes). Notons que la raideur k du
ressort peut eˆtre diffe´rente pour chaque noeud : il serait possible d’utiliser cette raideur
pour refle´ter la confiance accorde´e a` l’appariement, en fonction par exemple du score de
similarite´ trouve´ entre les zones apparie´es. Il est a` noter qu’en fonction des efforts calcule´s
en chaque noeud, il serait possible de de´tecter les appariements aberrants (aux efforts trop
importants), de relaˆcher la force en ces points et de recalculer la position d’e´quilibre.
Fig. 5.10 – Image de fusion d’une coupe photographique et d’une coupe histologique mar-
que´e (en fausses couleurs orange´es) rigidement recale´es : repre´sentation dans le cadre
grossi d’un ressort virtuel allonge´ entre deux points apparie´s pour tenter de ramener le
girus de´place´ dans sa position originale qui est celle de la photographie.
Enfin, il est possible de donner a` chaque e´le´ment des proprie´te´s me´caniques diffe´rentes,
en particulier le module d’Young (voir [Bat95] pour plus de pre´cisions), et en cela re´side
le grand inte´reˆt de la me´thode. L’ide´e est de profiter encore de la classification en tissus
obtenue par la me´thode de normalisation d’intensite´ par analyse d’histogramme du cha-
pitre 3 pour affecter les proprie´te´s me´caniques propres au tissu d’appartenance de chaque
e´le´ment. Ces proprie´te´s peuvent eˆtre de´duites des pourcentages de contraction du volume
de chaque tissu entre le cerveau in vivo et post mortem en valeurs relatives (cf. chapitre
3).
De´formation
Nous avons re´alise´ un premier essai de de´formation de la coupe histologique marque´e.
Nous avons re´gle´ les parame`tres de telle sorte que les efforts internes soit de l’ordre de
1N.m−1 et nous avons choisi la raideur des ressorts de rappel a` k = 0.1N.m−1. Avec ces
re´glages, nous cherchons a` utiliser les efforts internes pour pe´naliser les forces de rappel
aberrantes. Nous obtenons le champ de de´placement par application d’une transformation
affine estime´e entre le girus histologique et le girus photographique, transforme´ en force
de rappel. Nous introduisons dans ce champ de force un point aberrant par inversion du
champ en ce point. Le re´sultat obtenu est pre´sente´ en Figure 5.11 : le de´placement du
girus n’est pas affecte´ par la force aberrante. Ce choix de k assure une certaine robustesse a`
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la me´thode. Le re´glage de k = 10N.m−1 entraˆıne une de´formation tre`s perturbe´e autour du
point aberrant. (essais re´alise´s en collaboration avec P. Laurent, professeur au laboratoire
Mathe´matiques Applique´es aux Syste`mes, E´cole Centrale de Paris).
Maillage initial
Maillage de´forme´
Fig. 5.11 – Maillage initial et apre`s de´formation de la coupe histologique marque´e avec
un champ de de´placement correspondant a` une transformation affine estime´e localement
entre le girus de´place´ de l’histologie et le girus de la photographie. Un point aberrant est
introduit dans le champ de de´placement, mais le re´glage de la raideur k de la force de
rappel assure une re´gularite´ de la de´formation.
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Cette me´thode de recalage en est encore au stade des premiers essais, en particulier
la prise en compte des proprie´te´s me´caniques diffe´rentes des tissus n’a pas encore e´te´
introduite dans la de´formation re´alise´e. Plusieurs points sont encore a` approfondir, comme
l’estimation du champ de de´placements ou encore le re´glage des proprie´te´s me´caniques des
e´le´ments. La mise au point d’une me´thode de de´formation non affine de ce type constitue
un point de grand inte´reˆt pour ame´liorer la pre´cision de la mise en correspondance entre
les modalite´s in vivo et post mortem.
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Conclusion
La reconstruction d’une image tridimensionnelle a` partir de coupes histologiques bidi-
mensionnelles a constitue´ le point de de´part de ce travail. Nous avons essaye´ de montrer,
a` travers les protocoles de constitution et les applications propose´es, l’inte´reˆt d’exploiter
les informations histologiques en 3 dimensions dans les e´tudes biologiques. Retrouver la
cohe´rence spatiale perdue par l’e´tape de coupe, s’affranchir de l’incidence originale de
coupe, appre´hender les formes, les volumes et les localisations relatives des structures du
cerveau : tels sont les apports premiers de la reconstruction 3D.
Avant cette the`se, de nombreuses me´thodes d’alignement de coupes avaient de´ja` e´te´
propose´es dans la litte´rature et des reconstructions de la plupart des types de cerveaux
avaient e´te´ pre´sente´es, mais la me´thodologie restait a` chaque fois spe´cifique a` une e´tude
pre´cise sans volonte´ de ge´ne´ralisation. A chaque nouvelle e´tude, qu’elle soit classique ou
particulie`re, toute la de´marche me´thodologique ne´cessaire a` la reconstruction 3D e´tait a`
repenser.
Histologie et reconstruction 3D La premie`re de´marche de ce travail a donc consiste´
a` essayer de classifier les e´tudes biologiques utilisant les coupes histologiques en fonction
de la de´marche a` suivre pour obtenir une reconstruction 3D des donne´es. L’impact du
type de cerveau traite´ et l’influence de la nature de l’e´tude ont ainsi e´te´ analyse´s dans
cette optique, et ont mene´ a` la distinction de deux tre`s importantes classes d’e´tudes.
La premie`re comprend les e´tudes biologiques mene´es en se´ries a` un stade fondamental,
succe´dant au stade in vitro et mettant en jeu des cerveaux de petite taille tre`s faiblement
circonvolue´s tels que ceux de la plupart des rongeurs. Il n’est en ge´ne´ral pas re´alise´ d’ima-
gerie in vivo, mais des modalite´s histologiques anatomiques et fonctionnelles, typiquement
des coupes histologiques marque´es et des autoradiogrammes, sont disponibles et apportent
chacune une information diffe´rente et comple´mentaire. Le protocole ”rongeurs”, adapte´ a`
ce premier type de proble´matique, de´crit comment les reconstructions 3D permettent une
exploitation conjointe optimale de ces donne´es.
La seconde classe d’e´tudes comprend plutoˆt quant a` elle les e´tudes mene´es a` un stade
pre´clinique voire clinique, et s’inte´resse aux cerveaux de plus grande taille, pre´sentant
un degre´ de circonvolution important tels que ceux de la plupart des primates. A ce
stade d’e´tude et compte-tenu de la taille des cerveaux conside´re´s, l’imagerie in vivo (IRM,
TEP...) joue un roˆle majeur : une mise en correspondance in vivo / post mortem est
donc de grand inte´reˆt. Le protocole ”primates”, adapte´ a` ce second type d’e´tudes, montre
comment e´tablir ce lien en s’appuyant sur les reconstructions 3D.
L’examen de la liste des proble`mes rencontre´s pour re´aliser une reconstruction 3D en
fonction des spe´cificite´s des e´tudes biologiques menant a` cette classification constitue la
contribution principale du chapitre 1.
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Le protocole rongeurs Le premier protocole, appele´ donc protocole ”rongeurs”, com-
porte d’abord une e´tape d’acquisition optimise´e des donne´es anatomiques et fonctionnelles
permettant d’obtenir des empilements de coupes a` partir d’images globales de colonnes
de coupes.
L’e´tape suivante s’inte´resse a` l’alignement des coupes anatomiques menant a` un vo-
lume anatomique spatialement cohe´rent, puis au co-alignement des coupes fonctionnelles.
La me´thode de recalage utilise´e est celle de´crite par [ORS+01] entie`rement re´imple´men-
te´e et inte´gre´e dans la plateforme de de´veloppement du CEA, Orsay (voir Annexe A).
Cette technique d’utilisation de l’anatomie comme re´fe´rence pour la reconstruction et de
co-alignement des donne´es fonctionnelles coupe a` coupe assure un recalage tant tridimen-
sionnel que bidimensionnel des deux modalite´s entre elles.
Ces deux e´tapes constituent la base de ce protocole de reconstruction 3D couple´ : elles
sont entie`rement automatiques et inte´gre´es dans une interface graphique conviviale.
Graˆce a` ce couplage anatomo-fonctionnel, il est possible a` un expert de de´limiter
manuellement sur la modalite´ anatomique des re´gions tridimensionnelles d’inte´reˆt pour
l’e´tude, en profitant de la cohe´rence spatiale apporte´e par la reconstruction. Ces re´gions
peuvent alors eˆtre reporte´es directement sur le volume fonctionnel afin de mener une
analyse objective des re´sultats. Les reconstructions 3D donnent ainsi acce`s a` des donne´es
morphome´triques classiquement non disponibles.
A ces donne´es viennent s’ajouter des exploitations spe´cifiques comme l’extraction d’une
sous-re´gion d’activation a` l’inte´rieur de la re´gion d’inte´reˆt globale en s’appuyant sur la
connexite´ tridimensionnelle, puis la syme´trisation de cette sous-re´gion d’activation en
s’affranchissant de l’incidence de coupe. Ces deux traitements, qui sont irre´alisables sans
reconstruction 3D, donnent lieu a` des re´sultats d’analyse d’un type nouveau : plus pre´cis,
objectifs et reproductibles car ne de´pendant pas de l’ope´rateur, et exploitant plus en
profondeur les donne´es.
Ce premier protocole global inte´grant toutes les e´tapes depuis l’acquisition des don-
ne´es jusqu’a` l’analyse est de´crit dans le chapitre 2. Il comprend comme principales contri-
butions l’acquisition optimise´e des coupes anatomiques et fonctionnelles, la strate´gie de
co-alignement permettant une exploitation anatomo-fonctionnelle conjointe, ainsi que l’ex-
traction et la syme´trisation automatique d’une sous-re´gion d’activation fonctionnelle.
L’analyse tridimensionnelle conjointe de coupes histologiques anatomiques et fonc-
tionnelles permet d’envisager des approches exploratoires globales, du meˆme type que
les e´tudes mene´es chez l’Homme avec des images intrinse`quement 3D comme l’IRM et
la TEP. C’est-a`-dire qu’il deviendra possible d’aller plus loin que les e´tudes biologiques
classiquement mene´es en 2D ou` l’analyse portait sur une re´gion particulie`re de´finie avant
l’expe´rience, connue dans la litte´rature pour eˆtre le sie`ge d’activation lors d’une stimu-
lation particulie`re. Les reconstructions 3D couple´es a` des traitement statistiques et des
analyses de groupes permettront de de´couvrir les diffe´rentes re´gions du cerveau significa-
tivement implique´es dans une expe´rience sans a priori.
Le protocole primates Le second protocole, de´signe´ par protocole ”primates”, de´crit
une me´thodologie de mise en correspondance d’images in vivo et post mortem. Il com-
mence par la constitution d’un volume photographique servant de modalite´ interme´diaire
entre l’histologie et l’IRM. Ce volume est obtenu par alignement direct des photographies
prises lors de la coupe du cerveau. Les coupes histologiques marque´es sont coaligne´es avec
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les coupes photographiques en utilisant une nouvelle transformation dite ”birigide”, esti-
mant une transformation rigide inde´pendante par he´misphe`re. Cette e´tape donne lieu a`
un volume histologique similaire au volume photographique de re´fe´rence. Une de´forma-
tion non line´aire est ensuite estime´e en utilisant les transformations FFD pour corriger
les diffe´rences de volumes entre la photographie et l’IRM anatomique T1. Cette de´for-
mation est ensuite directement applique´e au volume histologique, l’amenant ainsi dans
la ge´ome´trie du cerveau in vivo et re´alisant ainsi la mise en correspondance de´sire´e. Le
volume histologique corrige´ des de´formations inhe´rentes aux donne´es histologiques est en-
suite corrige´ des diffe´rences d’intensite´ inter-coupes par une me´thode originale base´e sur
une analyse multi-e´chelle d’histogrammes et exploitant e´galement la cohe´rence spatiale
du volume reconstruit. L’image obtenue, constitue´e des coupes histologiques coaligne´es
par transformation 2D birigide avec le volume photographique, corrige´e des de´formations
pour retrouver la ge´ome´trie du cerveau in vivo, et corrige´e des diffe´rences d’intensite´ inter-
coupes, constitue une modalite´ d’imagerie biologique a` part entie`re, cohe´rente spatiale-
ment et iconiquement. Cette modalite´ nouvelle a e´te´ appele´e Imagerie Post Mortem ,
ou IPM.
Cette de´marche est mise en oeuvre pour constituer un atlas 3D du thalamus a` partir
de trace´s re´alise´s sur coupes histologiques marque´es, puis pour l’amener dans la ge´ome´-
trie de l’IRM, et par conse´quent de toutes les modalite´s in vivo classiques. Une e´tude
est e´galement mene´e s’inte´ressant a` la question de la pertinence d’utiliser sur des sujets
quelconques un atlas re´alise´ sur un sujet particulier.
Ce protocole de´crivant la re´alisation de l’IPM et proposant des applications fait l’objet
du chapitre 3. Il inte`gre comme principales contributions me´thodologiques : la mise en
place de la transformation ”birigide” adapte´e a` la reconstruction 3D de cerveaux circon-
volue´s, le choix d’utilisation de la transformation FFD pour estimer les de´formations par
rapport a` l’IRM, la strate´gie d’utiliser la modalite´ photographique pour repre´senter la ge´o-
me´trie du cerveau post mortem, la re´alisation de volumes hybrides histologie-photographie
et la me´thode de correction d’intensite´ ope´rant un recalage d’histogrammes base´ sur un
appariement d’amers ge´ome´triques.
Plusieurs points restent a` ame´liorer pour ce protocole qui comporte encore un certain
nombre d’e´tapes non automatise´es. En premier lieu, la prise de photographies au cours
de la coupe pourrait eˆtre couple´e au mouvement du couteau, et un syste`me de voyant
lumineux pourrait guider l’ope´rateur pour placer les coupes dans les bons puits afin de
permettre a` une personne seule de couper et d’obtenir un volume photographique simulta-
ne´ment et sans effort supple´mentaire. L’introduction d’un colorant dans la glace entourant
le cerveau pendant la coupe permettrait a posteriori de segmenter chaque coupe plus fa-
cilement sur les photographies en renforc¸ant le contraste. La jonction des blocs reste un
proble`me geˆnant puisqu’un certain nombre de coupes sont perdues a` l’interface et que
les plans de coupe de chaque bloc sont souvent non parfaitement paralle`les. Relaˆcher tri-
dimensionnellement la position relative de chaque bloc photographique inde´pendamment
dans l’IRM pourrait s’ave´rer inte´ressant a` tester, en utilisant une transformation sem-
blable a` la transformation birigide mais en trois dimensions et avec autant d’entite´s que
de blocs. L’utilisation d’une transformation plus libre, comme celle de´crite au dernier cha-
pitre, peut s’ave´rer e´galement inte´ressante apre`s la transformation birigide pour corriger
les de´formations locales re´siduelles et rendre le volume histologique encore plus proche du
volume photographique.
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IRM de diffusion et sur-segmentation du thalamus L’imagerie in vivo classique,
telle que l’IRM anatomique classique ponde´re´e en T1, fournit une information qui peut
s’ave´rer insuffisante pour certaines structures comme le thalamus. La constitution d’atlas
a` partir de coupes histologiques marque´es constitue une solution post mortem particulie`-
rement efficace pour pallier cette insuffisance. Nous avons explore´ dans le chapitre suivant
une autre fac¸on de be´ne´ficier d’une information supple´mentaire au niveau du thalamus.
Cette classe de me´thodes entie`rement in vivo consiste a` utiliser l’information apporte´e
par l’IRM ponde´re´e en diffusion.
Diverses me´thodes base´es sur l’utilisation de l’IRM de diffusion ont vu le jour de-
puis quelques anne´es tentant de parcelliser le thalamus en sous-entite´s ayant un sens
anatomique ou fonctionnel. Apre`s un bref e´tat de l’art de ces me´thodes, qui peuvent
se regrouper en approche par classification et en approche par connexite´, nous avons
pre´sente´ et applique´ une nouvelle me´thode de classification du thalamus base´e sur les
cartes auto-organisatrices de Kohonen, s’inspirant de me´thodes existantes mais cherchant
a` mieux comprendre la nature de la classification effectue´e. Nous avons ensuite confronte´
les re´sultats de parcellisation de cette me´thode in vivo avec les noyaux d’un des atlas
re´alise´ dans le chapitre pre´ce´dent afin de tenter de trouver un sens anatomique a` cette
segmentation. Il ressort de cette confrontation qu’une re´gion extraite par IRM de diffu-
sion semble relativement bien correspondre a` certains noyaux histologiques, mais que des
e´tudes supple´mentaires sont a` mener en testant toutes les me´thodes chez le meˆme animal.
Les contributions de ce chapitre 4 concernent principalement la mise en place d’une
nouvelle me´thode de classification renseignant sur la capacite´ intrinse`que de l’information
de diffusion a` diffe´rencier des sous-structures dans le thalamus, ainsi que la description
d’un protocole de validation de ce type de me´thodes par les atlas re´alise´s sur IPM base´
sur la mise en correspondance d’images acquises in vivo et post mortem.
Plusieurs pistes sont envisageables pour continuer ce travail : tester d’autres types de
classifieurs (me´thodes a` noyaux), tester d’autres types d’attributs que le tenseur (tous
les coefficients de directions ou meˆme la distribution de probabilite´s), tester des distances
entre attributs bien adapte´es (me´trique riemanienne, distance de Kulback) mais e´galement
introduire des a priori de connexite´ et de positions ge´ome´triques pour aider la classifi-
cation. La classification des donne´es de patients pre´sentant des pathologies visibles au
niveau du thalamus constitue une perspective inte´ressante e´galement : un travail sur la
robustesse de la me´thode sera alors a` mener pour traiter ces donne´es difficiles.
Perspectives et discussion Le dernier chapitre enfin a propose´ un ensemble de pers-
pectives supple´mentaires possibles concernant l’IPM, qui sont pre´sente´es car elles ont
de´ja` fait l’objet de de´buts de de´veloppements et qu’elles nous ont semble´ particulie`rement
inte´ressantes.
La premie`re perspective examine la possibilite´ de profiter de l’information microsco-
pique contenue dans chaque coupe histologique dans une image macroscopique tridimen-
sionnelle obtenue par reconstruction 3D, ou meˆme dans une IRM in vivo.
La seconde perspective rejoint la the´matique du chapitre pre´ce´dent puisqu’elle de´crit
une expe´rience visant a` valider les techniques de suivi de faisceaux de fibres in vivo base´es
sur l’information de diffusion, par confrontation avec un type d’IPM spe´cialement marque´e
pour mettre en e´vidence certaines fibres particulie`res.
Enfin, la dernie`re perspective concerne l’ame´lioration de l’e´tape de coalignement pour
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les primates par introduction d’une transformation e´lastique biologiquement contrainte
utilisant la me´thode des e´le´ments finis, et prenant en compte les proprie´te´s de chaque
tissu visant a` concilier robustesse et pre´cision.
Dans ce chapitre 5, les contributions sont la re´alisation d’un lien entre l’information
microscopique et les images macroscopiques, la description pre´cise d’une expe´rience de
confrontation de traitements re´alise´s sur des images acquises in vivo et post mortem in-
cluant les techniques de marquage histologique et d’acquisition des donne´es, et enfin la
description d’une transformation e´lastique adapte´e aux donne´es histologiques.
Comme unification des deux principales the´matiques aborde´es dans ce travail, a` savoir
le recalage d’images histologiques et l’imagerie de diffusion, une perspective supple´men-
taire prometteuse consisterait a` introduire l’information de diffusion (noyaux, fibres) pour
contraindre la de´formation d’une image. Tout d’abord, pour le recalage d’une image IRM
in vivo d’un sujet quelconque avec l’IRM d’un sujet particulier pour adapter un atlas,
l’information de diffusion pourrait eˆtre utilise´e comme attribut supple´mentaire associe´e
au niveau de gris et eˆtre introduite dans le calcul du coefficient de similarite´ (comme les
vecteurs d’attributs de [SD02] utilisant des moments ge´ome´triques invariants). En outre,
les fibres d’axones renseignent sur la connectivite´ ce´re´brale bien suˆr, mais e´galement sur
les proprie´te´s me´caniques du cerveau : le tissu ce´re´bral se de´forme moins facilement dans
le sens des fibres que perpendiculairement. Cette proprie´te´ pourrait eˆtre exploite´e dans
un mode`le comme celui pre´sente´ au chapitre 5 pour contraindre biologiquement la de´for-
mation.
Ce travail s’est de´roule´ dans un environnement pluridisciplinaire ou` tous les acteurs
des e´tudes e´taient pre´sents et avec lesquels il a e´te´ possible d’interagir. Les interactions se
sont situe´es au moment de la mise en place de l’expe´rience globale pour de´finir les roˆles,
mais e´galement au cours de l’expe´rience au niveau de l’obtention des donne´es, des besoins
me´thodologiques permettant d’ame´liorer leur traitement et leur analyse. La me´thodologie
n’est autant que possible pas intervenue en fin de chaˆıne comme une sur-couche de´corre´le´e
de l’analyse biologique premie`re.
C’est pourquoi une volonte´ majeure de ce travail a e´te´ de penser les traitements dans
leur globalite´, depuis l’acquisition des donne´es brutes jusqu’a` la partie analyse. Cette vo-
lonte´ a implique´ d’envisager la me´thodologie dans l’environnement biologique dans lequel
elle devait s’inte´grer, c’est-a`-dire en prenant en compte des contraintes de robustesse dans
les traitements, un degre´ d’automatisation suffisant, une pertinence biologique des re´sul-
tats, un temps de traitement compatible avec l’e´tude, un surcouˆt en efforts compense´ par
l’apport de re´sultats nouveaux. Par conse´quent, les protocoles propose´s assurent un trans-
fert des techniques de la litte´rature adapte´es a` la proble´matique conside´re´e, ou inte`grent
des me´thodologies nouvelles lorsque le besoin s’en fait ressentir.
La notion qui ressort de ce travail est principalement l’Imagerie Post Mortem
(IPM), qui constitue la base de tous les the`mes de´veloppe´s. Elle constitue une modalite´
a` part entie`re a` prendre en compte dans les laboratoires utilisant l’imagerie histologique,
en particulier dans les plateformes multidisciplinaires qui se cre´ent, comme le projet Ima-
gene inte´grant des imageurs in vivo en meˆme temps que des laboratoires de biologie et
d’histologie, et pour lesquels le lien entre l’imagerie in vivo et post mortem constitue une
ne´cessite´ absolue.
FIN...
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Annexe A : Le recalage par mise en
correspondance de blocs ou
blockmatching
La technique a` la base de la reconstruction 3D est celle du recalage par mise en
correspondance de blocs, ou blockmatching. Elle a e´te´ initialement de´veloppe´e dans le
projet de recherche Epidaure de l’INRIA Sophia Antipolis, organisme en collaboration
avec lequel cette the`se s’est de´roule´e, et elle est de´crite dans [ORS+01]. E´tant donne´
que cette technique est fre´quemment utilise´e dans ce travail, que mon choix a e´te´ de la
recoder entie`rement (en m’inspirant du logiciel INRIA Baladin), afin de l’inte´grer dans
la plateforme de de´veloppement Aims (voir le site internet : http ://brainvisa.info) du
Service Hospitalier Fre´de´ric Joliot, CEA, Orsay, et qu’elle sert de point de de´part pour
notre nouvelle me´thode ”birigide”, nous allons en rappeler le principe.
Nous appellerons I l’image de re´fe´rence et J l’image que l’on souhaite recaler. Nous
supposerons les images 2D pour simplifier mais le logiciel fonctionne e´galement en 3D. La
me´thode se de´compose en 2 temps : une recherche d’appariements puis l’estimation de la
transformation.
Recherche des appariements
La premie`re e´tape de cette me´thode consiste a` rechercher un champ de de´placement
de certaines re´gions de l’image J vers les re´gions de l’image I les plus similaires au sens
d’une mesure de similarite´. Les re´gions sont de´finies comme des blocs rectangulaires,
ge´ne´ralement carre´s par de´faut, et la mesure de similarite´ choisie est ge´ne´ralement le
coefficient de corre´lation. L’algorithme est ite´ratif.
L’image J est partitionne´e en blocs, ge´ne´ralement re´gulie`rement distribue´s, avec recou-
vrements possibles. A chaque bloc correspond une position, le centre du bloc par exemple.
Pour chacun de ces bloc, une recherche du bloc le plus similaire dans l’image I est effec-
tue´e. Pour cela, la position du bloc de l’image J est reporte´e directement dans l’image I
et permet de de´finir un voisinage de recherche. Le coefficient de similarite´ entre le bloc
de l’image J et les diffe´rentes positions de bloc possibles dans le voisinage de l’image I est
calcule´ et la position de bloc dans I proposant le meilleur score est retenue. Le vecteur
reliant la position initiale a` la position gagnante constitue le vecteur d’appariement asso-
cie´e a` la position du bloc de l’image J conside´re´. L’ensemble des vecteurs d’appariement
associe´s a` toutes les positions de blocs de J constitue le champ de de´placement de J vers I.
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(a) (b)
(c)
Fig. 5.12 – Principe de la recherche d’appariements par la me´thode de mise en corres-
pondance de blocs entre l’image I (a) prise comme re´fe´rence et l’image J (b) a` recaler.
Les appariements trouve´s constituent le champ de de´placements (c) utilise´ pour estimer
la transformation entre les deux images.
Notons qu’il s’ope`re initialement une se´lection des blocs dans J consistant a` e´liminer
les blocs homoge`nes a` la variance nulle ou faible, ou ne respectant pas des conditions
impose´es de seuil sur les niveaux de gris par exemple. De meˆme, les appariements gagnants
pre´sentant un score de similarite´ trop faible peuvent eˆtre e´carte´s. La Figure 5.12 illustre
le principe de la recherche d’appariements.
Estimation de la transformation
Estimation globale
A` partir de ce champ de de´placement, la transformation T0 appartenant a` un en-
semble de transformations T minimisant l’e´cart aux moindres carre´s entre les apparie-
ments initiaux et les de´placements induits par T0 est estime´e. Plus pre´cise´ment, si l’on
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note (xi, yi), 1 ≤ i ≤ n les points de J et de I apparie´s, T0 se caracte´rise par :
T0 = argmin
T∈T
n∑
i=1
‖yi − T (xi)‖2
L’espace de transformation choisi peut a priori eˆtre quelconque. La re´solution est ce-
pendant possible analytiquement pour les ensembles de transformations rigide, similitude
et affine (voir [Pen96]). Ce sont donc ces transformations qui sont ge´ne´ralement calcule´es
a` partir du champ de de´placements.
L’e´tape robuste
Un des points les plus inte´ressant de cette me´thode consiste a` l’e´tape d’estimation
robuste que nous allons de´crire. Nous avons vu qu’en choisissant un e´cart aux moindres
carre´s, la re´solution pouvait eˆtre analytique. L’inconve´nient de cette me´trique est sa sen-
sibilite´s aux points aberrants. De fac¸on a` pallier ce proble`me, une strate´gie d’estimation
a e´te´ propose´e consistant faire plusieurs estimations successives de la transformation, en
e´liminant a` chaque fois les points s’e´cartant ”trop” de la solution. Plus pre´cise´ment, pour
une transformation T0 estime´e, on de´finit les re´sidus ri de la manie`re suivante (les re´sidus
sont utilise´s au carre´) :
r2i = ‖yi − T0(xi)‖2
Ces re´sidus indiquent pour chaque point xi si son transforme´ par la transformation T0
est proche de yi. Si un appariement est aberrant, le re´sidu associe´ sera important. C’est
pourquoi les appariements sont classe´s par ordre de re´sidus croissants et ne sont conserve´s
qu’un pourcentage p des meilleurs re´sidus. En ge´ne´ral, p = 50% ce qui autorise un grand
nombre de points aberrants. Les transformations affines recherche´es e´tant globales, et
comptant au maximum 12 degre´s de liberte´, le champ offre une importante redondance
d’information ce qui permet d’en e´liminer une grande partie sans perte de pre´cision. T0
est alors recalcule´e avec les appariements se´lectionne´s uniquement, ce qui permet une
estimation plus pre´cise sans perturbation. Ce sche´ma est ite´re´ plusieurs fois (3 fois dans
notre imple´mentation). Remarquons que ce tri permet d’e´liminer les mauvais appariements
mais ope`re e´galement un choix dans les re´gions a` recaler, dans le cas ou` la transformation
affine recherche´e ne suffit pas correctement superposer l’ensemble des images J et I. Cette
proprie´te´ est exploite´e dans la me´thode ”birigide” pre´sente´e au chapitre 3.
A l’issue de cette e´tape robuste, la transformation TO trouve´e est utilise´e pour re´-
e´chantillonner J. Ce sche´ma est e´galement ite´re´, c’est-a`-dire que la nouvelle image J’
transforme´e est conside´re´e a` la place de J pour l’ite´ration suivante. Environ 3 ite´rations
sont ne´cessaires au minimum pour estimer une transformation correctement. Ce principe
est inte´gre´ e´galement dans un sche´ma multi-e´chelle qui apporte un gain de temps, un gain
en robustesse, et autorise les grands de´placements.
L’estimation de transformations affine par cette me´thode, graˆce a` la strate´gie de tri des
re´sidus et a` l’approche pyramidale, s’ave`re particulie`rement robuste et efficace, notamment
dans le contexte des donne´es histologiques.
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Reconstruction 3D a` partir de coupes
La me´thode de Blockmatching en elle-meˆme n’ope`re que le recalage de deux images.
Pour effectuer une reconstruction 3D comple`te, il faut ope´rer un recalage de chaque coupe
avec la coupe suivante (cas de l’alignement). Les transformations estime´es sont alors com-
pose´es par rapport a` une coupe prise comme re´fe´rence, puis chaque image est re´e´chan-
tillonne´e par sa transformation compose´e. Le volume 3D est alors obtenu par empilement
des coupes aligne´es.
Dans le cas du coalignement, chaque coupe est recale´e avec la coupe correspondante
d’un volume pris comme re´fe´rence. Aucune composition n’est alors ne´cessaire, le volume
final est obtenu par empilement des coupes coaligne´es.
Toutes ces ope´rations sont enchaˆıne´es automatiquement graˆce a` des scripts de´die´s a`
chaque application, qui peuvent eˆtre lance´s a` travers une interface graphique.
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Annexe B : Galerie de recalages
Nous allons pre´senter quelques recalages qui n’avaient pas leur place dans le corps
du manuscrit, soit pour des raisons de place et de cohe´rence, soit parce que ce sont des
applications particulie`res marginales par rapport au the`me principal de ce travail, a` savoir
l’imagerie ce´re´brale dans le contexte des maladies neurode´ge´ne´ratives principalement.
(a) (b)
(c)
Fig. 5.13 – Reconstruction comple`te de coupes histologiques de souris marque´es a` la cy-
tochrome oxydase pre´sente´e sous incidence coronale (a), sagittale (b) et axiale (c).
Nous pre´sentons a` pre´sent une reconstruction d’un he´misphe`re de cerveau de macaque
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qui a la particularite´ d’avoir e´te´ coupe´ en incidence sagittale. Le but de cette incidence
de coupe e´tait de mieux observer les plissements du cerveau dans la partie poste´rieure du
cerveau, qui est difficile a` de´couper en incidence coronale. La reconstruction pre´sente´e en
Figure 5.14 illustre bien le proble`me de de´placements de sillons particulie`rement marque´s
dans cette incidence de coupe et qui perturbent la reconstruction. Ne´anmoins, dans les
re´gions centrales (noyaux gris centraux), les de´formations sont moins prononce´es, et la
cohe´rence 3D parvient a` eˆtre re´cupe´re´e. Les images proviennent d’une e´tude de´crite dans
[DGB+96] (merci a` R. Toro, UMR 5015 CNRS-Universite´ Claude Bernard Lyon 1 pour
ces images).
(a) (b)
(c)
Fig. 5.14 – Reconstruction de coupes histologiques d’un he´misphe`re de cerveau de macaque
coupe´ en incidence sagittale (a) et pre´sente´ en vue coronale (b) et axiale (c).
La reconstruction suivante concerne une re´gion du cerveau particulie`re qui est habi-
tuellement non reconstruite en 3D car elle est tre`s fragmente´e : il s’agit du cervelet. Les
reconstructions conjointes des modalite´s anatomiques et fonctionnelles de cette structure
sont pre´sente´es en Figure 5.15.
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Marquage au cre´syl violet Autoradiogrammes
(a) (b)
(c) (d)
Image de fusion
(e)
Fig. 5.15 – Reconstruction 3D du cervelet d’un rat en incidence coronale ( (a) et (b) ) et
sagittale ( (c), (d) et (e) ).
Pour les deux dernie`res illustrations, il ne s’agit pas de reconstruction 3D a` proprement
parler puisque l’image initiale est une image tridimensionnelle par nature. Une correction
d’alignement est pourtant ne´cessaire.
Le premier exemple concerne une image e´chographique bidimensionnelle au cours du
temps du foie. Les mouvements respiratoires principalement ont introduit des de´place-
ments pe´riodiques que l’on supposera dans le plan d’observation initial. Ces oscillations
sont visibles dans les incidences perpendiculaires au plan d’observation (voir Figure 5.16
). L’alignement des coupes successives ame´liore la stabilite´ des images permettant un exa-
men de l’image facilite´ (voir Figure 5.16 ). Ces images ont e´te´ acquises par le docteur
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F. Tranquart du CHU Bretonneau a` Tours dans le cadre d’une collaboration avec l’unite´
INSERM U678 de la Pitie´-Salpeˆtrie`re (F. Frouin, G. Renault).
Enfin, le dernier recalage concerne une IRM d’embryon re´alise´e in utero. Les mou-
vements de l’embryon entraˆınent des de´placements des coupes que l’on supposera e´gale-
ment plans. La Figure 5.17 montre l’IRM avant et apre`s alignement. L’image corrige´e
a une meilleure cohe´rence tridimensionnelle permettant d’ame´liorer la qualite´ de ce genre
d’images particulie`rement de´licates a` acque´rir. Ces images proviennent du service de Ra-
diologie Pediatrique du Pr. Brunelle de l’Hoˆpital Necker pour l’e´quipe SHFJ/UNAF (J.-F.
Mangin, A. Cachia).
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Avant correction Apre`s correction
(a) (b)
(c) (d)
(e) (f)
Fig. 5.16 – Avant et apre`s correction de la stabilite´ d’une image e´chographique 2D tempo-
relle du foie : plan d’observation a` un instant t ( (a) et (b) ), incidences perpendiculaires
( (c) et (d) ) et ( (e) et (f) ). Les fle`ches indiquent les endroits ou` l’ame´lioration apporte´e
par l’alignement est particulie`rement visible.
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Avant correction Apre`s correction
(a) (b)
(c) (d)
(e) (f)
Fig. 5.17 – IRM de foetus in utero avant et apre`s correction d’alignement selon la direction
Z en incidence axiale ( (a) et (b) ), coronale ( (c) et (d) ) et sagittale ( (e) et (f) ). Les
fle`ches indiquent les endroits ou` la correction est la plus visible.
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Annexe C : Publications
Articles
A. S. He´rard, L. Besret, A. Dubois, J. Dauguet, T. Delzescaux, P. Hantraye, G. Bonvento
and K. L. Moya. siRNA targeted against amyloid precursor protein impairs synaptic
activity in vivo. Neurobiology of Aging, accepted, 2005.
J. Ros, L. Pellerin, F. Magara, J. Dauguet, F. Schenk and P. Magistretti. Metabolic
activation pattern of distinct hippocampal subregions during spatial learning and memory
retrieval. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, accepted, 2005.
X. Drouot, S. Oshino, L. Besret, B. Jarraya, H. Kishima, P. Re´my, J. Dauguet, J. P.
Lefaucheur, F. Dolle´, F. Conde´, M. Bottlaender, M. Peschanski, Y. Ke´ravel, P. Hantraye,
and S. Palfi. Functional recovery in a primate model of parkinson’s disease following
motor cortex stimulation. Neuron, 44(5) :769–78, dec 2004.
H. Kishima, T. Poyot, J. Bloch, J. Dauguet, F. Conde´, F. Dolle´, F. Hinnen, W. Pra-
long, S. Palfi, N. De´glon, P. Aebischer, and P. Hantraye. Encapsulated gdnf-producing
c2c12 cells for parkinson’s disease : a pre-clinical study in chronic mptp-treated baboons.
Neurobiol Dis., 16(2) :428–39, jul 2004.
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Re´sume´ : La reconstruction 3D de coupes histologiques donne lieu a` une nouvelle modalite´
tridimensionnelle que nous de´signons par Imagerie Post Mortem ou IPM. Apre`s avoir propose´
une classification des e´tudes mettant en jeu l’histologie et concernant le cerveau, nous de´crivons
dans ce travail de the`se deux protocoles de constitution d’IPM ce´re´brale. Le premier protocole
concerne les animaux de type rongeurs. Il comprend l’acquisition et l’extraction en se´ries de
donne´es anatomiques (coupes histologiques marque´es) et fonctionnelles (coupes autoradiogra-
phiques). Ces e´tapes sont suivies de l’alignement et du coalignement des coupes histologiques
pour constituer un volume anatomique et un volume fonctionnel spatialement cohe´rents et reca-
le´s entre eux, permettant de mener des analyses 3D. Le deuxie`me protocole concerne les animaux
de type primates. Il de´crit une me´thode comple`te de mise en correspondance d’images in vivo et
post mortem. Un volume de coupes histologiques est obtenu par coalignement avec des photo-
graphies prises lors de la coupe. Une normalisation d’intensite´ inter-coupes robuste est propose´e
pour rendre e´galement cohe´rent tridimensionnellement en intensite´ ce volume. Enfin, une de´for-
mation e´lastique est estime´e entre le cerveau post mortem et le cerveau dans sa ge´ome´trie in
vivo (repre´sente´ par l’IRM) pour corriger les diffe´rences de volume inhe´rentes a` l’histologie. La
re´alisation d’atlas du thalamus, puis une confrontation avec une segmentation re´alise´e in vivo
en IRM de diffusion par une nouvelle me´thode par classification sont pre´sente´es comme applica-
tions directes de ce protocole. Nous concluons ce travail par diverses perspectives d’utilisation
de l’IPM.
Title and summary : Cerebral three-dimensional Post Mortem Imaging : constitution and
contribution for the joint analysis of anatomo-functional histological data and matching with in
vivo imaging.
The 3D reconstruction of histological slices yields a new modality that we call Post Mortem
Imaging (PMI). In this thesis, we propose a classification for brain histology studies, and we
describe two protocols for the constitution of cerebral PMI. The first protocol deals with animals
such as rodents. It includes the acquisition and the extraction of anatomical (stained histological
slices) and functional (autoradiographies) series. This step is followed by the alignment and
the coalignment of the histological slices to constitute anatomical and functional volumes that
are spatially consistent and registered, allowing the performance of 3D analysis. The second
protocol deals with animals such as primates. It describes a complete method for matching in
vivo and post mortem data. A volume of histological slices is obtained by coalignement with
block face photographs taken of the brain during the cutting process. Furthermore, a robust
inter-slice intensity normalisation is proposed to recover intensity 3D consistency. Finally, an
elastic deformation is estimated between the post mortem brain and the brain in its in vivo
geometry (embodied by the MRI data) to correct for volume differences related to histology. As
direct applications of this protocol, we present the creation of atlases of the thalamus, which are
compared to an in vivo segmentation of the thalamus realized on diffusion MRI data using a
new method based on classification mechanisms. We conclude this work through the utilisation
of PMI and its prospects for the future.
Discipline : Traitement des images.
Mots clefs : reconstruction 3D, coupes histologiques, recalage in vivo-post mortem, atlas.
Laboratoire : Service Hospitalier Fre´de´ric Joliot, CEA 4, place du Ge´ne´ral Leclerc 91401
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